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OZET

DOKTORA TEZi

ALZHEIMER HASTALIGININ TEDAVISINE YONELIiK BOR
NANOTEKNOLOJISI TEMELLI ILAC TASIMA SiSTEMININ
GELISTIRILMESI

Ozge CAGLAR YILDIRIM

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Hasan TURKEZ

Son yillarda Alzheimer gibi yikici ndrodejeneratif hastaliklarin daha etkin ve yenilikg¢i tedavisini
amaglayan caligmalarin sayisi hizla artmaktadir. Bu tez caligmasinda esterifikasyon reaksiyonu ile yiizeyine
folik asit (FA) tutturulmug hekzagonal bor nitriir (hBN) temelli tagtyici sistem tasarimi gergeklestirilmistir.
Hazirlanan hBN-FA tasima sisteminin SEM-EDX, UV-vis spektrumu, FTIR ve Zetasiezer analizleri ile
detayli karakterizasyon ¢aligmalari tamamlanmistir. Tagima sisteminin toksikolojik degerlendirilmesi insan
dermal fibroblast hiicre kiiltiirlerinde gergeklestirilmistir. hBN-FA tagima sisteminin Memantin(MEM) ve
bor lipoik asit (BLA) yiikleme ve salinim profili degerlendirilmis ve ardindan retinoik asit ile olgun néron
benzeri hiicre donisimii saglanan SHSY-5Y hiicrelerinde MTT analizi ile sitotoksisite calismasi
yapilmustir. {lag yiikleme sonuglar1 FA ile kaplanmayan hBN’nin BLA’y1 yiikleme yetenegine sahip
olmadigini ancak MEM igin %84,3 ilag yiikleme etkinligine sahip oldugunu gostermistir. Ote yandan hBN-
FA tasima sisteminin BLA ve MEM i¢in ilag yiikleme etkinligi sirastyla %97,5 ve %95’tir. Doniistiiriilmiis
SHSY-5Y hiicre kiiltiiriinde 20uM A 1-42) peptidi ile in vitro Alzheimer hastalik modeli olusturularak ilag
yiiklii tagima sisteminin Ap-42) toksisitesine karsi ndéron koyucu potansiyeli degerlendirilmistir. hBN-
FA+BLA in vitro AH modelinde %99 oraninda hiicre canliligi gosterirken; hBN-FA+MEM’in ayni
konsantrasyonu ile tedavi edilen hiicre grubunda canlilik %94 olarak hesaplanmigtir. Dahasi AChE
aktivitesi tayini, TAK ve TOS analizi, Akis sitometrisi ve genotoksisite ¢aligmalar1 sitotoksisite verileriyle
koreleydi. Tiim bulgular hazirlanan tasiyici sistemin in vitro deneysel AH modelindeki ilk kez aydinlatilmig
noroprotektif etkisinin umut verici oldugunu ve daha detayli arastirmalar i¢in énemli veriler sundugunu
gostermektedir.

2022, 95 sayfa

Anahtar Kelimeler: Hekzagonal bor nitriir, Folik asit, Bor lipoik asit, Deneysel

Alzheimer hastalik modeli, Norodejenerasyon.
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DEVELOPMENT OF BORON NANOTECHNOLOGY BASED DRUG
CARRIAGE SYSTEM FOR THE TREATMENT OF ALZHEIMER'S DISEASE
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In recent years, the number of studies aiming for more effective and innovative treatment of
devastating neurodegenerative diseases such as Alzheimer's has been increasing rapidly. In this thesis, a
carrier system based on hexagonal boron nitride (hBN) attached to the surface of folic acid (FA) by
esterification reaction was carried out. Detailed characterization studies were performed with SEM-EDX,
UV-vis spectrum, FTIR and Zetasiezer analyzes for the prepared hBN-FA transport system. Toxicological
evaluation of the delivery system was performed on human dermal fibroblast cell cultures. Memantine
(MEM) and boron lipoic acid (BLA) loading and release profile of the hBN-FA transport system was
evaluated, and then cytotoxicity analysis was performed by MTT assay on SHSY-5Y cells that were
transformed into mature neuron-like cells via the use of retinoic acid. Drug loading results showed that non-
coated hBN did not have the ability to load BLA, but showed a drug loading efficiency of 84,3% for MEM.
On the other hand, the drug loading capacity of the hBN-FA delivery system for BLA and MEM was
observed as 97,5% and 95%, respectively. Then, the in vitro Alzheimer's disease (AD) model was created
with 20 uM AP-s2) peptide in the differentiated SHSY-5Y cell culture, and the drug delivery potential of
the drug-loaded transport system against AP 1-42) toxicity was evaluated. While hBN-FA+BLA showed 99%
cell viability in the in vitro AD model, cell viability was calculated as 94% in the cell group treated with
the same concentration of hBN-FA+MEM. Moreover, AChE activity determination, TAK and TOS
analysis, Flow cytometry, and genotoxicity studies were correlated with cytotoxicity data. All findings
showed that the neuroprotective effect of the drug delivery system, which has been evaluated for the first
time in the in vitro experimental AD model, is a promising tool and provides important data for further
research.

2022, 95 page

Keywords: Hexagonal boron nitride, Folic acid, Boron lipoic acid, Alzheimer disease,

Neurodegenration.
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Alzheimer Hastahig:

Alzheimer hastaligt (AH), ilk kez 1907 yilinda Alois Alzheimer tarafindan
tanimlanan, bilissel bozukluk, hafiza kayb1 ve karakterdeki anomaliler ile belirtiler
gosteren ilerleyici norodejeneratif bir hastaliktir (Fong et al. 2009). Tim demans
vakalarinin %60-80’ini olusturan AH demansin en yaygin sebebidir (Bondi et al. 2017).
Hastaligin gec baslangi¢li (sporadik) ve erken baslangicli (ailesel) olmak iizere iki tipi
vardir. Geg baslangiclhi AH tiim vakalarin %90’1n1 olusturur ve genellikle 65 yas lsti
bireylerde goriilmektedir. Erken baslangich AH’ye ise daha nadir olarak
rastlanilmaktadir. 40’11 ya da 50°li yaslarda semptomlar kendini gostermeye baslar. Erken
baslangicli AH vakalarinda amiloid 6ncii protein (APP), Presenilin 1(PS1) ve Presenilin
2 (PS2) proteinlerindeki genetik mutasyonlarin 6nemi bilinmektedir. Tiim bunlarin yani
sira kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, alkol alimi, sigara kullanimi, ytliksek kolesterol

seviyesi ya da depresyon AH nin olasi risk faktorleri arasinda degerlendirilmektedir.

AH’nin ndropatolojisinde rol oynadigi bilinen, APP’nin bdliinme iiriinii olarak ortaya
c¢ikan amiloid plakalarin birikimiyle olusan hiicre dis1 senil plakalar ve mikrotiibiillerle
iliskili hiperfosforile tau proteinlerinin neden oldugu hiicre i¢i norofibriler yumaklar

(NFT) 6nemli birer belirtegtir.
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Amiloid plaklar Norofibriller yumaklar

-
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Sekil 1.1. Normal bir ndron (solda) ve Alzheimer hastaligindan etkilenen bir noron
(sagda).

Su anda diinya ¢apinda yaklagik 50 milyon Alzheimer hastasit bulunmaktadir. Her
5 yilda bir iki katina ¢ikan hasta sayisinin 2050 yili itibariyle 152 milyona ulasacagi
ongoriilmektedir (Yiannopoulou and Papageorgiou 2020). Bireyleri, aileleri ve
toplumlar1 derinden etkileyen Alzheimer hastaliginin yillik ortalama maliyeti 1 trilyon
dolar1 gegmektedir. Hastaligin kesin bir tedavisi olmamakla birlikte mevcut yaklasimlar

hastalik belirtilerini iyilestirmeye yoneliktir (Livingston et al. 2020).

1.2. Alzheimer Hastahi@imin Noropatolojisi

AH diger bircok norodejeneratif hastaliga benzer sekilde yanlis katlanmis
proteinlerin birikimiyle karakterize edilmektedir. Alzheimer hastaliginin ilerlemesi ve
semptomlar1 hakkinda bilgi sunan iki tip ndropatolojik degisiklik vardir. Norofibriler
yumaklar ve amiloid plakalar en ¢ok kabul goren biyo belirteclerin basinda

siralanmaktadir.
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Sekil 1.2. Beyin ve noéronlarin fizyolojik yapisi a. Saglikli beyin ve b. AH beyin
(Breijyeh and Karaman 2020).

1.2.1.Amiloid plaklar

Amiloid 6nciil protein (APP) geni 21.kromozom iizerinde lokalizedir ve AH nin
nedeni olarak gosterilen genlerin basinda gelir. APP viicutta fizyolojik siireclerde
hiicreler tarafindan eksprese edilen bir transmembran proteinidir. Normal islevi tam
olarak anlasilamamis olmasina ragmen bilimsel kanitlar sinaptik islev, néronal gelisim
gibi 6nemli rollere sahip oldugunu desteklemektedir. Senil plaklar olarak da bilinen
amiloid plaklar kiimelenmis beta amiloid (AP) peptidini icerir. APP a-, B-, y-Sekretaz
enzimleri tarafindan proteolitik olarak kesilir. APP kesiminde hangi enzimin etkin rol
oynadigina bagl olarak iki farkli kesim siireci mevcuttur. Bunlardan ilki ‘amilodenejik
yol” ikincisi ise ‘amilodenjenik olmayan yol’ adini1 almaktadir. AH’nin 6nemli bir
noropatolojik belirteci olan AR’ nin olusup olusmayacagi enzimlerin kesim sirasina bagh
olarak degismektedir. Amilodejenik olmayan yolda ilk olarak a-sekretaz enzimi APP’yi
867.pozisyondan keser ve ¢oziinebilir amiloid dnciil proteini a (APPsa) olusur. Karboksil

ucunda ise membrana bagli olarak bulunan C terminal alfa (a-CTF) olusmaktadir.
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Ardindan y-sekretaz ikinci kesim islemini tamamlar. Boylece p3 fragmani ve 50
aminoasit uzunlugunda APP hiicre i¢i domaini (AICD) olugmaktadir. Amilodejenik yolda
ise APP ilk olarak B-sekretaz enzimi tarafindan amino ucuna yakin bir pozisyonda kesime
ugrar. 11k basamak kesim iiriinleri olan ¢dziilebilir f amiloid énciil proteini (APPsB) ve C
terminal fragman § (CTFsp) meydana gelir (Kumar et al. 2015). Sonrasinda y-sekretazin
kesimi gerceklestigi ve enzim kesim bolgesine bagli olarak Api-40) veya Api-42) Olarak
iki farkli AB olusumu bildirilmistir. Ap 40-42 aminoasit uzunluguna sahip olabilir. Amino

asit sayis1 y-sekretazin protein zincirinde parcaladigi noktaya bagl olarak degismektedir

(lwatsubo 2004).

AP, norotoksisite ve noral fonksiyonda onemli bir rol oynar. Bu nedenle
hipokampus, amigdala ve serebral kortekste daha yogun plaklarin birikmesi, biligsel
bozukluklara ek olarak astrositlerin ve mikroglialarin uyarilmasina, aksonlara, dendritlere

ve sinaps kaybina neden olabilir (Chen et al. 2017).

N terminal

Coziinmez
P -amiloid

—

B-sekretaz tarafindan y-sekretaz tarafindan
APP'nin kesilmesi CTFp'nin kesilmesi

Sekil 1.3. APP'den ¢6ziinmeyen B-amiloidlerin olusumunu temsil eden sematik diyagram
(Abeysinghe et al. 2020).
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1.2.2. Norofibriller yumaklar (NFTSs)

AP plaklarinin birikmesi, ndronlarin hiicre iskeleti ile iligkili yapisal bir protein
olan tau proteininin hiperfosforilasyonunu basglatir ve tau proteininin yanlis katlanmasina
ve norofibriler yumaklar olarak adlandirilan agregatlarin olusumuna neden olur. Bunlar
noronlar arasindaki iletisimin bozulmasina ve son olarak néronun 6liimiine yol agar
(Wang et al. 2013). Mikrotiibiil iliskili tau (MAPT) geni tarafindan kodlanan tau proteini
mikrotiibiillerin stabilizasyonu, akson biiytimesi ve gelisiminde 6nemli rollere sahiptir

(Defina et al. 2013).

1.2.3. Sinaptik kayip

Neokorteks ve limbik sistemlerdeki sinaptik kayiplar hafiza kaybina neden
olmaktadir. Sinaptik kayip mekanizmalari, aksonal tasima, mitokondriyal hasar, oksidatif
stres ve sinaptik bolgelerde AP ve tau birikimi gibi kiiclik fraksiyonlara katkida
bulunabilecek bazi siire¢lerdeki hatalar1 icerir (Overk and Masliah 2014).

1.3. Alzheimer Hastaliimin Asamalari

Alzheimer hastaliginin agamalar1 agsagidaki gibi 6zetlenebilir:

1. Semptomatik oncesi evre; birka¢ yil ya da daha fazla siirebilen klinik oncesi
donemdir (Dubois et al. 2016).

2. Hafif ya da erken evre; giinliik yasaminda konsantrasyon ve hafiza kaybi, yer ve
zaman oryantasyon bozuklugu, duygu durum degisikligi gibi ¢esitli semptomlarin
hastalarda ortaya ¢ikmaya baslar (Wattmo et al. 2016).

3. Orta dereceli AH evresi; serebral korteks alanlarina yayildigi, aile ve arkadaslari
tanimada giicliik, diirtii kontroliiniin kayb1 ve okuma, yazma ve konusma gii¢liigii
ile artan hafiza kaybi1 goriilmektedir (Ulep et al. 2018) .

4. Siddetli AH veya geg evre; siddetli bir ndritik plak ve norofibriler yumak birikimi
ile hastaligin tiim korteks alanina yayilmasini igeren ve hastalarin ailelerini hig

tantyamadiklar ilerleyici bir islevsel ve bilissel bozulmaya neden olan evredir.
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1.4. Alzheimer Hastali@inin Nedenleri ve Risk Faktorleri

llerleyen yas, genetik faktorler, kafa yaralanmalari, kardiyovaskiiler hastaliklar,
enfeksiyonlar ve ¢evresel faktorler (agir metaller, eser metaller ve digerleri) gibi cesitli

risk faktorleriyle iligkilendirilen AH ¢ok faktorlii bir hastalik olarak kabul edilmistir.
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Sekil 1.4. Alzheimer hastaliginin risk faktorleri (Moreno-Gonzalez et al. 2020)

AP, NFT'ler ve sinaptik kayip gibi patolojik degisikliklerin altinda yatan neden
hala bilinememekle birlikte birkac hipotez One siiriilmiistiir. Ancak bunlardan ikisi ana
neden olarak kabul gérmektedir. Temel iki hipotez kolinerjik fonksiyonlardaki bozulma
ve amiloid B-proteinindeki degisiklik olarak siralanabilmektedir. Bununla birlikte, su
anda AH patogenezini agiklamak i¢in kabul edilmis bir teori yoktur (Anand and Singh
2013).
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1.4.1. Kolinerjik hipotez

1970°1i yillarin sonlarina dogru kolinerjik hipoteze ait elde edilen ilk veriler
beyinin hipokampiisiinde kolin asetiltransferaz (ChAT) ve asetilkolin esteraz (AChE)
enzim seviyelerinin diistiigiine dairdir. ACh'nin bilissel islevdeki temel rolii nedeniyle,
AH’nin kolinerjik bir hipotezi 6nerilmistir. ACh, kolinerjik néronlarin sitoplazmasinda
kolin ve asetil-koenzim A'dan ChAT enzimi tarafindan sentezlenir ardindan vezikiiler
asetilkolin tasiyicist (VAChHT) ile sinaptik vezikiillere tasinir. Beyinde ACh, hafiza,
dikkat, duyusal bilgi, 6grenme ve diger kritik islevler gibi ¢esitli fizyolojik siireclerde yer
alir. Hastalarin kolinerjik néronlarin dejenerasyonunun yer aldigi ve bilissel islevlerde
degisime ve hafiza kaybina neden oldugu bu hipotez ile gosterilmistir. B-amiloidin
kolinerjik sinir iletimini etkiledigi, kolin aliminda azalma ve ACh salinimina neden
oldugu distiniilmektedir (Francis et al. 1999). Yapilan aragtirmalar amiloid fibril
olusumunu ve kolinerjik sinaptik kayibin AB oligomerlerinin nérotoksisitesi ve AChE ile
AP arasindaki etkilesimlerle iligkili oldugunu gostermistir. Ayrica muskrinik ve nikotinik
ACh reseptorlerindeki azalma, glutamat konsantrasyonu gibi diger faktdrler de AH’ nin

ilerlemesinden sorumlu oldugu bildirilmistir (Monczor 2005).

1.4.2. Amiloid kaskad hipotezi

Son yillarda yapilan c¢aligmalarin sonucunda merkezi sinir sisteminde f3
tabakalarinin anormal birikimi demans ile gii¢lii bir korelasyona sahip oldugu bilgisi
amiloid hipotezine yol agmustir. Ancak yasla birlikte saglikli bireylerin beyninde de AB
biriktiginin goriilmesiyle birlikte AP birikiminin AH baslangicindan sorumlu olup

olmadig1 konusundaki tartigmalar1 giindeme getirmistir.

Amiloid B hipotezi APP’’nin a- ve y-sekretaz tarafindan enzimatik kesimiyle
olusan AP bozulmasinin yas ve patolojik sartlardan otiirii azalmasini ve APao ve APasz
peptidlerinin birikimine yol agmasini ileri siirer. APa2/APso oraninin arttirilmasi, A
amiloid fibril olusumunu indiikler. Norotoksisite ve tau patoloji indiiksiyonu ile
sonuclanan bu olay ile néronal hiicre 6liimili ve norodejenerasyon meydana gelir. APP,

PSENT1 ve PSEN2 gibi ¢esitli genleri hizla AP birikimine ve ndrodejenerasyonun hizli
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ilerlemesine neden olan AP katabolizmasini ve anabolizmasii etkiledigi bulunmustur

(Kametani and Hasegawa 2018; Paroni et al. 2019).

1.5. Alzheimer Hastaliginin Tedavisi

AH’nin patolojik siireci AP peptidlerinin  birikmesiyle bagslamaktadir.
Hiperfosforile tau proteinlerinin olusturdugu NFTs ise noronal hiicre 6liimiine neden

olmaktadir. Mevcut tedavi stratejileri asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1. a, B ve y sekretazlarin inhibisyonu yoluyla Af olusumu azaltilabilir ve boylece
plak olusumu 6nlenebilir.

2. Tau protein kinazlarin inhibisyonu gerceklestirilerek NFT’lerin olusumu
yavaglatilabilir.

3. Cesitli kimyasal ajanlarin yardimiyla AP plaklar1 ve NFT lerin temizlenmesi
saglanabilir.

4. Kolinerjik hipotezine goére AH’de demansin sebebi ndronal hiicre kaybinin
sonucunda diisiik asetilkolin diizeyleridir. Bundan dolay: asetilkolin diizeylerinin
arttirtlmas1 ya da asetilkolin katabolizmasinin inhibisyonu yoluyla demans
semptomlar iyilestirilebilir.

5. Kardiyovaskiiler hastaliklar ya da diyabet gibi bazi diger hastaliklar AH riskini
arttirdi@1 bildirilmektedir. Bu hastaliklarin tedavisi de AH’den korunmay1
saglayabilir (Blake et al. 2017).

Gida ve Ilag¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan ilaclar hali hazirda kullanilmakta
olan ancak semptomatik tedavi sunan ilaglardir. Bu ilaglar etkin bir tedavi sunamazlar
fakat Alzheimer hastalarinin biligsel iglevlerinde iyilestirme saglarlar. Bu nedenle AH’ nin
tedavisine olanak saglayan yeni tedavi yaklagimlarina olan ihtiya¢c her gecen giin
artmaktadir. AH’nin tedavisinde kullanilan bes ilag vardir. Bunlar: donepezil,
rivastigmin, galantamin, memantin ve namzarik. AH’nin tedavisi i¢in ilk onay alan ilag
takrindir. Ancak neden oldugu yiiksek hepatoksisiteden dolay1 kullanimdan kaldirilmistir
(Alcolea-Palafox et al. 2014).
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AH’nin tedavisi igin gelistirilen ilaglar genel olarak iki grupta kategorize
edilebilir: Asetilkolinesteraz inhibitorleri ve glutamat reseptor antogonistleri. Donepezil,
rivastigmin, galantamin ve takrin asetilkolin esteraz inhibitorlerindendir (AChEIS).
Asetilkolin esteraz enziminin inhibisyonu sinapslarda asetilkolin seviyesini arttirarak
sinir iletimini 1iyilestirir. AChEI ilaglar AH’nin ilerlemesini durduramaz ancak
semptomatik iyilesme saglarlar. Glutamat, N-metil D-aspartat reseptorlerine (NMDAR)
baglanan ve 0grenme ve hafizada 6nemli rol oynayan uyarict bir norotransmiterdir.
Glutamatin NMDAR’lere asir1 miktarlarda baglanmasi eksitotoksisiteye neden olan
yiiksek miktarda Ca*? akis1 ile sonuclanir. Bu durumun ise néronal hiicre dliimiiniine yol
actig1 bildirilmektedir (Liu et al. 2019). Memantin, NMDAR'lar1 antagonize ederek
noronal hasarin yani sira semptomlar1 da azaltir. NMDAR"in diisiik afiniteli, rekabetci
olmayan bir antagonisti olan ilag orta ya da siddetli AH’nin tedavisinde tek basina ya da
ACNhEI ile birlikte kullanilmaktadir. Diisiik afinitesinden &tiirti normal sinaptik iletimi
engellemeden uyarici reseptorii bloke eder (Folch et al. 2018). Ayrica hiicrelerde AP
kaynakli Ca*? dengesizligini diizenler. AH’nin semptomatik tedavisinin yami sira

memantin néroprotektif bir role de sahiptir (Santos et al. 2016).

1.5.1. Tedavi stratejilerin avantaj ve dezavantajlari

Hali hazirda kullanilan tiim ilaclarin esas sinirlamasi hastaligin ilerlemesini
durduramamalar1 ve Sadece gegici rahatlama saglamalaridir. Yapilan aragtirmalar 10 mg
donapezil kullaniminin biligsel islev ve sosyal aktiviteleri iyilestirmede etkili oldugunu
ortaya koymustur. Ancak hastalarin davraniglarini degistirmede etkin degildir. Ayrica
tedaviyi takiben dejenerasyonun ilerlemesi ve hastaneye yatis oranlarinda bir azalma
gosterememistir. Arastirmalar donapezilin tedavi-maliyet etkinligi gostermedigini ve
hasta bakim maliyetlerini arttirdigin1 ortaya koymaktadir (Birks and Harvey 2018). 24
mg galantaminin donapezilden daha etkin oldugunu ileri siiren ¢aligmalarda kiiresel
iyilesme ve daha az hastalik kotilesme insidansi kaydedilmistir. 20 mg memantin
aliminda plasebo grubuna kiyasla giinliik aktivite, bilissel bozulma ve hasta bakim
maliyetlerinde iyilestirici etkiler kaydedilmistir (Wimo et al. 2003). AChEl'lar ve
NMDAR'ler ile kombinasyon tedavisi, orta ila siddetli AD i¢in en iyi tedavi secenegi
olarak kabul edilir (Calhoun et al. 2018).



1. GIRIS

1.6. Nanotekonoloji

Yunanca ciice anlamma gelen nano 6n eki, bir metrenin milyonda birini (10°)
ifade etmektedir. Nano bilim nanometre Olcegindeki yapilar1 ve molekiilleri inceler.
Nanoteknoloji insan hiicrelerinden 100-10.000 kat daha kiigiik olan boyutlar1 1-100 nm
arasinda degisen parcaciklarla ilgilenen teknolojiye verilen genel addir. Bu dlgek
araliginda calisan nanoteknoloji, malzemelerin manipiile edilerek ayni malzemeden daha
gliclii, daha hafif, daha kiigiik gibi sasirtict 6zelliklere sahip yeni malzemelerin
olusturulmasina olanak tanir. Basta tip olmak {izere yeni malzemelerin gelistirilmesi veya
mevcut malzemelerin 6zelliklerinin iyilestirilmesi i¢in alternatif bir yol sunar. Nano
bilimin tarihgesi maddenin siirekli olup olmadig1 ya da sonsuza kadar boliniip
boliinemeyecegi gibi bilim insanlarinin su an atom olarak tanimladiklar1 kavram ile ilgili
arayislarinin bagladigi M.O.5.yiizyila kadar dayandirilabilir (Gnach et al. 2015). Bir
baska deyisle, 21. yiizyilim en umut verici teknolojilerinden biri olan nanoteknoloji,
nanometre Olgeginde maddeyi gozlemlemek, dlgmek, manipiile etmek, kontrol edip
tiretim stirelerine dahil ederek nano bilim teorisini faydali hale getirme yetenegi olarak

da tanimlanabilir (Allhoff 2007).

Bir malzeme boyutundan bagimsiz olarak sabit fiziksel ve kimyasal 6zelliklere
sahiptir. Ancak nano boyuta indirildigi zaman 1iyi karakterize edilmis malzemelerin bile

ozelliklerinin keskin bir sekilde degistigi goriilmektedir (Bayda et al. 2020).

1.6.1. Tarihce

Amerikali fizik¢i ve Nobel Odiilii sahibi Richard Feynman 1959°da nanoteknoloji
kavramint ilk kez tanitan bilim insant olmustur. Amerikan Fizik Derneginin bir
toplantisinda ‘Altta ¢ok bosluk var’ baglikli bir konferans veren Feynman "Neden
Britannica Ansiklopedisimin 24 cildinin tamamimi bir toplu ignenin basina
yazamiyoruz?" hipotezini ortaya atmis ve makinelerin daha kii¢lik makineler yapmak ve
molekiiler diizeye inmek i¢in kullanilabilirligini ifade etmistir. Bu konferansindaki
hipotezlerinin ¢ok sonralar1 dogrulandigi Feynman, modern nanoteknolojinin babasi

olarak kabul edilmektedir. Feynman’in ifadelerinden yaklasik 15 y1l sonra Japon bilim

10
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adami1 Norio Taniguchi, 1974'te nanoteknoloji terimini ilk kullanan ve tanimlayan kisi

olmustur (Taniguchi 1974).

Pek ¢ok bilim insaninin ilgisini ¢geken bu yeni arastirma alaninin kesfinin ardindan
nano yapilarin sentezine yonelik farkli kalite, hiz ve maliyet derecesine sahip olan iki
sentez yontemi belirlenmistir: 1.Yukaridan asagi, 2. Asagidan yukari. Dokme
malzemelerin parcalanmasiyla nano boyutta malzemelerin eldesini saglayan yukaridan
asag1 partikiil sentezi yaklasiminda son yillarda endiistri tarafindan gelistirilen ve
optimize edilebilen, hassas miihendislik ve litografi teknikleri kullanilmaktadir. Boylesi
hassas mihendislik teknikleri tiim {retim siireci boyunca yiiksek performans
saglamaktadir. Asagidan yukari yaklagim ile partikiillerin sentezinde atom ve
molekiillerin kimyasal veya fiziksel yontemler kullanilarak kontrollii manipiilasyonlarini
gerceklestirmeye dayanir (Igbal et al. 2012). Birbirinden farkli tekniklerin kullanildigi bu

iki genel yaklagima dayanan partikiil sentez yontemleri Sekil 1.5°de 6zetlenmistir.

*

)

Asagidan Yukan

* < _
Yukaridan Asagi

Sekil 1.5. Nanopartikiil sentezi 6zetleyen diyagram
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Nanopartikiiller ya da nano malzemeler M.S 4.yy’da Romalilar tarafindan
kullanilan antik ¢agin en ilging 6rnekleri arasindadir. British Museum koleksiyonundan
Lycurgus kupasi, antik cam endiistrisindeki en olaganiistii basarilardan birini temsil
etmektedir. Belirli aydinlatma kosullarinda renk degistiren iki farkli cam tiirii olan
Dikroik camin en eski iinlii 6rnegidir. 1990 yilinda bilim insanlar1 dikroik bir bardagin
analizi i¢in bir Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullanmiglar ve bu iki renk
gecisinin cam malzemede bulunan 50-100 nm ¢apindaki nanopartikiillerden
kaynakladigin1 gézlemlemislerdir. X-1s1n1 analizi bu nanopartikiillerin giimiis-altin (Ag-
Au) alasimi oldugunu gostermistir (Wagner et al. 2000; Freestone et al. 2008). 9-14.yy
arasinda dnceleri Islam diinyasinda sonrasinda Avrupa’da yaygin olarak kullanilan parlak
seramiklerin bakir (Cu) nanopartikiilleri igerdigi bilinmektedir (Poole and Owens 2003).
Bunun yani sira Italyanlar ¢omlek yapiminda nanopartikiilleri kullanmistir. Ayrica bir
Osmanli teknigi kullanilarak haizrlanan Sam kili¢ ve bigaklarin igeriginde sementit
nanotellerin ve nanotiiplerin kullanilmas1 malzemelere giig, esneklik ve keskin bir kenar
yetenegi kazandirmustir (Reibold et al. 2006). Baz1 yapilarin boyutu hakkinda bilgi veren
gorsel Sekil 1.6 asagidadir.
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Sekil 1.6. Bazi yapilarin boyutu hakkinda bilgi veren 6lgek (Rao and Cheetham 2001)
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1.6.2. Nanoteknolojinin uygulama alanlari

20 yildan fazla siiredir aragtirmacilar nano boyuttaki malzemelerin sahip oldugu
essiz Ozellikleri kullanarak gesitli uygulama alanlarinda devrim niteliginde ¢alismalar
gergeklestirmektedir. Nanoteknoloji, bilgi teknolojisi, giivenlik, ulasim, tip, gida, cevre,
uzay arastirmalari, elektronik, haberlesme, savunma sanayii gibi bir¢ok teknoloji ve
endistriyi 6nemli Olgiide gelistirmeye olanak saglamaktadir. Cok genis uygulama
alanlarina sahip olmakla birlikte nanoteknolojinin yogun olarak etkiledigi alanlar Sekil

1.7°de 6zetlenmistir (Nasrollahzadeh et al. 2019).

Biyomedikal
ve

flsg Salmim

Malzeme Nanoteknoloji

Bilimi

Savunma

Sekil 1.7. Nanoteknolojinin baz1 uygulama alanlar1
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Tekstil iiriinlerinin performansini arttirmak ve zayif dzelliklerinin gelistirilmesi
icin nanopartikiillerin kullanim1 nispeten yeni bir alandir. Nanoparcaciklarin polimerik
olarak dagilimi ve kaplama malzemeleri olarak yeni nanokompozitlerin gelistirilmesi,
cok islevli ve akilli yeni tekstil iirlinlerinin arastirilmasi i¢in umut vadetmektedir.
Geleneksel yontemlerle kumaslara yeni 6zellik kazandirildiginda tekrarli yikamalarda ya
da kullanimlarda 6zellik kaybolabilir. Ayn1 zamanda bu teknikler kumaslarda istenmeyen
kalic1 etkiler de birakabilir. Cesitli nanopartikiil uygulamalariyla kumaslara kazandirilan
Ozellikler kalic1 hale getirilebilir, kumaslara arttirilmis dayaniklilik kazandirilabilir. Leke
tutmayan giyisiler, UV direngli kumaslar, kendi kendini temizleyen giyisiler, 1slanmayan
ya da kirigik kontrollii kiyafetler gibi bir¢ok yeni ve etkileyici 6zellikler Nanoteknolojik
yaklagimlarla tekstil endiistrisine kazandirilabilmektedir (Hosne Asif and Hasan 2018).

Mevcut tarim teknolojileri tarimda iiretim miktarini istenen seviyelerde arttiramaz
ve zarar goren ekosistemleri iyilestirmeye yoOnelik bir yetenege sahip degildir.
Nanoteknolojik miidahalelerle giibre veriminin arttirilmasi, tarim zararlilarinin kontrolii,
yeni nesil pestisitlerin gelistirilmesi, gida ve gida katki maddelerinin korunmasi,
paketleme, toprak ve sudan kirleticilerin uzaklastirilmasi, sebze ve ¢igeklerin raf mriiniin
tyilestirilmesi, tuzdan etkilenmis topraklarin 1slah1 ve erozyona meyilli topraklarin

stabilizasyonu gibi istenen pek ¢ok uygulama gerceklestirilebilir (Mukhopadhyay 2014).

Nanoteknoloji savunma alaninda {iilkelere pek ¢ok yeni segenekler sunmaktadir.
Ulkeler gelisen teknoloji ile beraber nanoteknolojik yeni savunma mekanizmalarina
kayitsiz kalamamaktadir. Nanoteknoloji askeri ve savunma alaninda devrim niteliginde
yenilikler sunar. Esnek anti balistik giysiler, hafif koruyucu kiyafetler, kimyasal ve
biyolojik savas korumalari, kendi kendini temizleyen nano kumaslar, gelismis termal
kontrol i¢in degistirilebilir kumaslar, degistirilebilir kamuflaj gibi uyarlanabilir giysiler,
akilli bir giysiye veya akill1 bir kaska entegre edilmis mikro sensorler, gorsel geri bildirim
yardimc1 destekleri i¢in giyilebilir ve/veya esnek ekranlar: Ek gii¢ i¢in esnek/sert
tekstiller, dis iskeletler ve insan gorevlerine yardimci olmak i¢in robotik aletler bunlar

arasinda siralanabilmektedir (Sharma et al. 2020).

Fosil yakit kaynaklar tiikkenebilir enerji kaynagidir ve ayni1 zamanda sera gazi

emiilsiyonun da baslica nedenleri arasindadir. Bu nedenle siirekli artan diinya niifusunun
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enerji ihtiyacini karsilayabilmesi i¢in yenilenebilir enerji kaynak oraninin arttirilmasi
gerektigi bilinmektedir. Biyoyakit, jeotermal, giines pili, hidrojen {iretimi gibi bir¢cok
teknolojide nanoteknoloji uygulamalart mevcuttur. Nanoteknoloji ile ¢evreye daha az
zararli yeni enerji kaynaklar1 saglanabilir. Caligmalarda nanoteknoloji uygulamalarinin
fotovoltaik/termal sistemlerde 1s1 transfer oramini arttirdigi, performansin iyilestigi,
uygun maliyette yakit hiicre iiretimi, yeni nanokatalizOr tiretimi, rlizgar enerjisi
endiistrisinde kullanilmak tizere daha dayanikli ve hafif malzeme {iretimi rapor edilmistir

(Ahmadi et al. 2019).

flerleyen nanoteknolojik gelismeler giiniimiizde daha saglam, ekonomik, uzun
Omiirli ya da ergonomik ozelliklere sahip malzemelerin arastirilmasini hizlandirmistir.
Nanomalzemeler metal, kompozit ya da seramik malzemelerin fonksiyonelliginde bir
gelisme, iyilesme saglamaktadir. Giinliik hayatta kullanilan pek ¢ok malzeme yapisina
nanoteknolojinin entegrasyonuyla daha iyi 6zellikle katilmistir. Arttirilmis ylizey alani ve
kuantum etkisiyle klasik malzemelere kiyasla nanomalzemeler reaktiflik, direng,
elektriksel 6zellikler ve saglamlik bakimindan {iistiin hale gelmektedir. Bunun yani sira
boyut azaldikca kuantum etkisi artan nanopargaciklarin optik, elektrik ve manyetik
ozellikleri de neredeyse tamamen degisir. Nanoparcgaciklarin bu 6zellikleri son yillarda
imalat ve kaplama malzemelerde devrim niteliginde yeniliklere 6n ayak olmustur. Kendi
kendini temizleyen camlar, titanyum dioksit nanopargaciklarla fonksiyonellik
kazandirilarak su gecirmeyen ve antibakteriyel hale gelen yiizeyler, dokunmaya duyarl
ve tekrar tekrar kendini iyilestirebilen nikel nanopargacik katkili malzemeler bu alanda

verilebilecek 6nemli 6rnekler arasindadir (Lines 2008; Ramsden 2016).

Nanoteknoloji ekonomik ve yiiksek performansli malzemeler iireterek, elektronik
alaninda biiyiik ilerlemelere katki saglamistir. Nanoteknolojik uygulamalarla daha biiyiik
miktarda ve daha hizli bilgi isleme, saklama ve depolama imkan1 dogmustur. Hizl1, kiigiik
ve tagmabilir sistemlerin kullanimma yol agan bu yeni teknolojiyle ilerlemeler
hizlanmistir. 130-250 nm arasinda olan tipik bir transistor karbon nanotiipler ve
molibdenum disiilfit kullanilarak 1 nm’ye kadar kii¢tiltiilmiistiir. Simdiye kadar yapilmis
en kiiclik transistor olma 6zelligi tasiyan bu 6rnek elektronikte nanoteknolojinin etkisini

aciklayabilmektedir (Desai et al. 2016).
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Uzay yolculuklarinda kullanilan yakit hem agirlik hem de verim bakimindan
birtakim sinirlamalara sahiptir. Nanomalzemelerin bu alana entegrasyonu ile
sinirlamalarin iistesinden gelinebilecektir. Uzay istasyonu ya da roket yapiminda daha
hafif, sicakliga daha dayanikli olmalar1 nedeniyle nanomalzemeler 6n plana ¢ikmaktadir

(Sanghi and Verma 2009).

Nanoteknoloji, molekiiler veya atomik dlgekte faydali nesnelerin ve fonksiyonel
sistemlerin mithendisligidir (Noebe 1997). Nanoteknoloji kullanilarak atomik seviyede
miidahalelerle yeni malzeme veya nesne olusturulabilir (Drexler 1988; Buzea et al. 2007).
Nano 0l¢ekte sahip olduklar1 optik, manyetik ya da elektronik gibi essiz 6zelliklerinden
Otiri.  nanomalzemeler biyomedikal alaninda da yogun ilgi gormektedir.
Nanomalzemelere bu essiz Ozelligi katan aslinda onlarin sahip olduklar biiyiik
yiizey/hacim oranidir. Bu boyutta malzemelere Kklasik fizik ya da kimya kurallar1 degil
kuantum mekanigi kanunlar1 etki eder. Boylece nanomalzemeler yigin halindeki
malzemelerden benzersiz ozellikler sergiler. Nano materyaller ya da cihazlar tip ve
fizyolojideki uygulamalar i¢in molekiiler diizeyde hiicre ya da dokularla etkilesime
girecek sekilde tasarlanabilir. Nanoteknoloji tek bagina ortaya ¢ikan bilimsel bir disiplin
degildir aksine kimya, biyoloji, malzeme bilimi ve fizik gibi farkli geleneksel bilimlerin
etkilesimlerden meydana gelir (Silva 2004). Nanoteknoloji yalnizca mevcut teknikleri
iyilestirmekle kalmaz ayni zamanda tamamen yeni bilimsel gelismelerin de ortaya
¢ikmasina olanak sunan ¢ok y&nlii bir fonksiyona sahiptir. Ilaglar ve diger malzemeleri
nanometre Ol¢ceginde manipiile ederek malzemelerin esas 6zellikleri ya da biyoaktivitesi
degistirilebilir. Boylece ¢oziiniirliik ya da kan dolagiminda tutma siiresi, kisa veya uzun
stirelerde kontrollii salinim, hedef bolgeye 6zel salinim gibi bir¢ok faktdr manipiile

edilebilir (Caruthers et al. 2007).

Nanotip, hastaliklar1 6nlemek, teshis ve tedavisini gerceklestirmek igin nano
Olgekli ve nano etkin teknikleri kullanmaktadir (Farokhzad and Langer, 2006).
Nanoteknoloji goriintiilleme teknikleri ve tani araglari, ilag dagitim sistemleri, doku
mihendisligi yapilari, implantlar ve farmasotik terapotikler dahil olmak {iizere tip
alaninda 6nemli bir potansiyel sergilemektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, kas

ve iskelet sistemi hastaliklari, psikiyatrik ve nérodejeneratif hastaliklar, bakteriyel ve
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viral enfeksiyonlar ve diyabet gibi durumlar dahil olmak iizere c¢esitli hastaliklarin
tedavisinde yogun olarak arastirilmaktadir (Farokhzad and Langer 2006).

1.7. Ila¢ Tasima Sistemleri

Ilag tasima sistemleri geleneksel (konvansiyonel) ilag tasima sistemleri ve yeni
ila¢c tasima sistemleri olarak iki bashiga ayrilabilir. Geleneksel ilag tasima sistemleri
ilaclarin viicuda verilmesi icin klasik ilaglar biitiinlestiren geleneksel bir ¢ercevedir. Bu
yontem ilaglarin agizdan, deriden, nazal, okiiler ya da rektal yollardan viicuda alimidir.
Sik ila¢ uygulamasi, belirli zaman araliklarinda ilag uygulama gereksinimi, ilacin diisiik
yartlanma Omrii, dozaj hatalarindan kaynaklanan hasta uyumsuzluklari, ilacin plazma
konsantrasyonundaki kararsizlik ve istenmeyen yan etkiler geleneksel ilag tasima

sistemlerinin sinirlamalar1 arasindadir.

Nano ilag dagitim sistemlerinin temel hedefi hastaliklarin tedavisi i¢in klinik
olarak faydali yeni ila¢ formiilasyonlar1 gelistirmektir. Klinik uygulamalar ise FDA onay1
gerektirir. Yeni bir ila¢ adaymin FDA onay1 almasi uzun ve yiiksek maliyet isteyen bir
stirectir. Bu nedenle onay i¢in test gerektirecek yeni ilag adaylarina kars ilag sektoriinde
bir direng vardir. Tam da bu noktada nanoteknoloji avantajli hale gelmektedir. Bilim
insanlar1 mevcut ilag dagitim sistemlerinden daha yeni, teshisle birlikte tedavi de sunan

yeni mikro/nano cihazlarin tasarimi ve iiretimi i¢in yogun olarak ¢alismaktadir.

Nanoteknolojinin tiptaki yaygin kullanim alan1 6zellikle ila¢ tasima ve dagitim
sistemleri ¢aligmalarini hizlandirmistir. Halihazirda birgok madde ilag dagitimi ve daha
spesifik olarak kanser ya da diger hastaliklarin tedavisi i¢in arastirilmaktadir. Nanotip
baglaminda ilag dagitim sistemi biri farmasotik olarak aktif olan en az iki bilesenden
olusan nanometre 6lgekli sistemlerin bilim ve teknolojisi olarak tanimlanabilir (Duncan
2003). Dahasi ilacin kendisinin de nanopargacik formiilasyonu miimkiindiir (Baran et al.
2002). Bu sistemde ilag ya da terapotikler hastaliklarin teshisi, tedavisi ya da dnlenmesi
icin 6zel islevler sunar. Ila¢ tasima ve dagitim sistemlerinde nanobiyoteknolojinin
amagclar1 arasinda daha spesifik ila¢ hedefleme ve dagitimi, teropotik etkileri korurken
toksisitede azalma, giivenilir ve biyo uyumlu ilaglarin daha hizli gelistirilmesi

siralanabilir (LaVan et al. 2003). Bircok ilacin stabilize sorunu, disiik ¢oziiniirlik,
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yetersiz secicilik, toksisite ve istenmeyen yan etkiler gibi dezavantaji vardir. lyi ilag

tastyicilart bu sorunlarin ¢éziimiinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Wang et al. 2011).

1.8. Nano ila¢ Tasima ve Salimm Sistemleri

Belirli bir hedefe ilag tasima ve salinimi i¢in 6zellestirilmis nanopartikiil ve ilag
bilesimlerini ifade etmektedir. Hedeflerinden oldukga kii¢iik olan bu tagima sistemlerinin
nanobiyoteknolojideki ilerlemelerle gelisimi beklenmektedir (Schiafer et al. 1992).
Nanoteknoloji trlinlerinin terapdtik ajanlarla entegrasyonu son yillarda hastaliklarin
tedavisi ve 6nlemi konusunda yeni bir egilim olusturmustur (Brigger et al. 2012). DNA,
protein ve peptidler de dahil olmak iizere pek cok terapotik ajan daha giicli hale
getirilmistir. Ancak bu terapoétiklerin klasik ilag salinim yaklagimindaki gibi agizdan ya
da enjeksiyon ile viicuda verilmesi ciddi derecede toksik ve faydasiz olmaktadir. Yaygin
oral kullanimlarda bu terapétik ajanlar genellikle bagirsak gecislerinde yetersiz emilir ya
da yok edilir. Bu nedenle etkisiz kalirlar. Terapdtik ajanlarin nanopartikiil temelli ilag
tasima sistemlerine entegrasyonu ile ilaglarm iletimi ve salinimi sirasinda meydana
gelebilecek birgok smirlamanin {istesinden gelinebilir. Bu tagima sistemleriyle kiiciik
boyutlarindan &tiirii ilaglarin istenen bolgede etkin ilag birikimi ve kilcal damarlar yoluyla
hedef hiicrelere ulagsmasi saglanabilir (Unezaki et al. 1996; Hobbs et al. 1998). Boylece
ilaglarin toksisitesi ve yan etkileri azaltilirken, tedavinin etkinligi arttirilabilir. Ayrica
tedavide kullanilacak olan etken maddeler bagisiklik sistemi tarafindan taninmayacak
nanopartikiillere yiiklenerek bazi enfekte olmus bagisiklik sistemi hiicreleri dogrudan

hedeflenebilir (Schéfer et al. 1992).

Polimer, seramik ya da metal gibi farkli malzemeler kullanilarak sentezlenen

nanopartikiiller, iiretim yontemi ve kullanilan malzemeye bagli olarak farkli boyut ya da

sekilde olabilir, birbirinden ¢ok farkli 6zellikler sergileyebilir (Yih and Al-Fandi 2006).

1.8.1. Kontrollii ila¢ dagitim sistemleri

Kontrollii ilag dagitim sistemleri (DDS) geleneksel ila¢ formlarina kiyasla pek ¢cok
avantaja sahiptir. DDS ile ila¢ dogrudan ilgili bolgeye tasinarak diger dokular tizerindeki

etkisi ve yan etkiler en aza indirilebilir. Hedef bolgedeki etken madde birikimi artarken
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gerekli ilag dozu azalir. Ozel olarak tasarlanan tastyicilara ilaclarin eklenmesi ile hedefe
Ozgii tasima saglanabilir. Polimerler, lipozomlar, dendrimerler, seramik ya da metalik
nanopartikiiller bu ama¢ dogrultusunda tasarlanarak kontrollii ilag dagitim sistemleri
olarak yogun bir sekilde arastirilmaktadir (Wilczewska et al. 2012). Coziiniirliigii zayif
ilaglarin alinimi, ilaglarin belli bir bolgeye hedeflendirilmesi ve ilgili bolgedeki
biyoyararlanimini arttirmak i¢in nanopartikiiller kullanilabilir. Paksitaksel (Fonseca et al.
2002; Koziara et al. 2006) , doksorubisin (Yoo et al. 2000), 5-florourasil (Bhadra et al.
2003) ve dekzametazon (Panyam and Labhasetwar 2004) gibi pek ¢ok kanser ilac1 ve

diger bagska ilaglarin nanopartikiiller ile yeni formiilasyonlar1 gergeklestirilmistir.

Son yillarda belirli bir hastaligi tedavi etmek {izere bir ilacin taginmasi ve
salinimini saglayan benzersiz bir mimariye ve sayisiz ustiin 6zelliklere sahip olan nano
partikiiller arastirmalarin odak noktasindadir. Mevcut arastirmalarin ¢ogu kanser, HIV,
diyabet gibi yasam boyu devam eden, bireylerin hayat kalitesini derinden etkileyen ve
toplumlar {izerinde biliyiik mali yiikleri olan hastaliklar {izerinedir. Bdylesi sarsici
hastalilarin geleneksel yontemlerle tedavisi etkin degildir ve hastaliklardan etkilenen
bireylerin ¢ogu yasamini kaybetmektedir. Tedavide kullanilacak ilaglarin ilgili bolgelere
tasinmasi ve etkin biyolojik yararlanimin saglanmasi i¢in nanopartikiillerin kullanilmasi

tedavi siireclerinde fayda saglamaktadir (Brigger et al. 2012).

Polimer, seramik, metal ya da biyolojik materyallerden sentezlenen kiiresel,
kabuk ya da dallanmis sekilde olabilen nanopartikiillerin her biri, sahip oldugu essiz
ozelliklerinden otiirii farkli nano ilag tasima sistemi arastirmalarinin ilgi odagi

olmaktadir.

DDS’nin etkinligi kii¢iik boyuta, azalmis ilag¢ toksisitesi, ila¢ farmakokinetigi,
salimim siiresi, ila¢ biyoyararlanimi ve biyolojik dagilima baglanabilir. Cogu zaman
kemoterapi kanseri tedavi etmede basarisiz kalir ¢iinkii kanser hiicreleri ¢oklu kanser
ilaglarina kars1 direng gelistirir. Kanser ilaglari hiicreden igeri girdigi zaman p-
glikoprotein ~ sentezleyerek ilaglar1 hiicreden disart pompalar.  Arastirmalar
nanopartikiillerin p-glikoprotein pompasi tetiklenmeden kanser ilaglarini hiicre igine

verdigini gostermistir (Koziara et al. 2006).
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1.8.2. Polimerik nanopartikiiller

Ozellikle biyolojik olarak pargalanabilen bir dizi polimerik nanopartikiiliin
arastirtlmasina iliskin sayisiz literatiir raporu mevcuttur (Raghuvanshi et al. 2001; Kreuter
et al. 2003). Uzun siireli ilag salinimlarina ek olarak viicutta birikmezler bu nedenlerle
ilag tagima arastirmalarinda yogun ilgi gérmektedirler (Panyam and Labhasetwar 2012;
Gagliardi et al. 2021). Calismalar polimerik nanopartikiillerin kanser, diyabet, kemik
kiriklar1 ya da asilama gibi farmakolojik tedavi i¢in potansiyel ilag tastyicisi olarak

Onermistir.

Polimerik miseller biyolojik olarak parcalanamayan polimerik yapilarin bir
formunu temsil etmektedir. Biyolojik ortamlardaki kararliliklar1 ilaglar1 hedef bolgeye

tagimalar1 konusunda polimerik miselleri avantajli kilar.

1.8.3. Seramik nanopartikiiller

Gozenekli, inorganik sistemler olan seramik nanopartikiiller istenen boyut ve
gozenek le kolaylikla tasarlanabilirler. Bu nedenle son zamanlarda ilag tasima sistemleri
konusunda ilgi gormektedir. Ozellikle kanser hastaliginin tedavisinde biyo uyumlu silika,
titanyum, aliiminyum gibi seramik yapidaki nanopartikiiller arastirilmaktadir (Ma et al.

2015).

1.8.4. Metalik nanopartikiiller

Metalik nanopartikiiller 50 nm ve daha kii¢lik boyutlarda sentezlenebilmektedir.
Artan ylizey alan1 metal nanopartikiillerinin daha fazla ila¢g molekiilii tasiyabilmesine

imkan verir.

1.8.5. Lipozomlar

Lipozomlar kolesterol ve fosfolipitlerden sentezlenen kiiciikk kiiresel

sistemlerdendir. Bu yapilar tiretimlerinde kullanilan lipite bagl olarak farkli 6zellikler
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tasirlar. Yapilarindaki dogal molekiillerden dolay1 kan dolasiminda uzun siire kalabilirler.
Cesitli kapstilleme teknikleri kullanilarak anti kanser ilaglarin lipozomlarla taginmasina
iliskin raporlar mevcuttur. Lipozomlarin saglikli dokuya zarar vermeden kanser ilacini

ilgili dokuya tasidig1 bilinmektedir (Filipczak et al. 2020).

1.8.6. Dendrimerler

Dendrimerler ¢cok degerlikli fonksiyonel u¢ gruplara sahip, sentetik 3D ¢ok dalli
nano polimerik yapilardir. Terapotik ilaglart ya da goriintiileme ajanlarini birlestirmek
amaciyla kullanilan nanoyapilardir. Polimer sentezindeki ve tasarimdaki yenilikler
dendrimerleri ila¢ tagima sistemleri i¢in aday haline getirmistir. Sahip olduklar1 nano
boyut, dar polidagilim indeksi, birden fazla fonksiyonel grup ve i¢ kisimlarindaki
bosluklarinin yani sira ii¢ boyutlu kiiresel yapilar1 ve dallanma noktalar1 dendrimerleri

tasima sistemlerinde 6ne ¢ikarmaktadir (Maghsoudnia et al. 2020).

1.8.7. Nanotiip ve grafen

Karbon nanotiipler (CNTs) mekanik, optik, elektriksel ozellikleriyle birlikte
yiiksek ¢oziiniirliige sahip olmalarindan o6tiirii ¢esitli terapotiklerin taginimi ve salinimi
i¢in arastirilmaktadir. Bu nano yapilar tek duvarl karbon nanoyapilar (SWCNTs) ve cok
duvarli karbon nanoyapilar (MWCNTs) olarak iki gruba ayrilabilir. CNTs vektor olarak
kullanilacaklar1 zaman islevsellestirilmeleri gerekir. Pozitif yiiklii amonyum kullanilarak
CNTs negatif yiiklii niikleik asitleri baglayabilmektedir (Caoduro et al. 2017). Grafen
CNTs ve benzerleri insa etmek i¢in kullanilan 2D bir karbon atomu tabakasidir. Grafen
temelli nano yapilar goriintiileme, ilag dagitimi ya da teranostik gibi pek cok uygulamada

kullanilmaktadir (Lin et al. 2016).
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Sekil 1.8. Bazi nano dagitim sistemlerinin sematik yapilari (Maghsoudnia et al. 2020)

1.9. Nano Tasiyic1 Sistemlerde Hedefleme Ligandlar:

Nanopartikiiller ilaglarin etkinligini basarili bir sekilde desteklemektedir. Ideal bir
ilag salinim sisteminde ilag hedef bolgeye basarili bir sekilde tasinmalidir. Hastaligin
tedavisinin gecikmesine ya da kesilmesine neden olan yan etkiler ancak dogru
hedeflemeyle ortadan kaldirabilir. Hiicreler, 6zellikle tiimor hiicreleri, hedefleme aract
olarak kullanilabilecek birgok reseptorii ve biyobelirteci yiizeylerinde eksprese eder.
Yiizeylerinde hedefleyici kisimlari bulunan nanopartikiiller sayesinde ilaglarin hedef
bolgesindeki miktar:1 arttirilabilir. Ayrica tiim viicuda degil yalnizca hedefe iletim
saglandig1 i¢in yan etkiler azaltilabilir (Kumar Khanna 2012). Tiim bunlardan 6tiirii ilag/
gen iceren nanopartikiiller dolasimda kararli olmasi1 gereken, ilgili ilag/geni kolayca

verebilen uygun bir baglayici araciyla hedef bolgeye oOzellestirilmelidir. Birgok

arastirmada kullanilan en yaygin hedefleme araclar1 asagida 6zetlenmistir.
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1.9.1. Karbonhidratlar

Karbonhidratlar endojen protein reseptorlerini hedefleyebilir bdylece sahaya 6zgii
modifikasyonlarla simirlamalar1 asabilirler. Bu baglamda reseptorlerle girdikleri essiz

etkilesimlerden otiirli diger hedefleme ligandlarindan iistiindiir.

1.9.2. Peptidler

Ozellikle baz1 tiimér hiicrelerinde asir1 eksprese edilen reseptorler ile bir tasima
sistemine entegre edilen hiicre hedefleyici peptidler etkilesime girerek sitotoksik ajanlarin
hiicreye yliksek afinite saglamasini dolayisiyla belli bir hiicreye hedefleme saglarlar
(Vives et al. 2008). Caligsmalar ilag/gen tasiyan sistemlerde hedefleyici olarak peptid
ligandlarinin ~ kullanilmasinin =~ ilaci/geni  ilgili ~ bolgeye  segici  olarak
hedeflendirilebilecegini, yan etkilerin azaltilabilecegini ve hiicre transfeksiyonunun
arttirabilecegini gdstermistir. Ancak peptidlerin dolasimdaki kararsizligi hedefleme

ligand1 olarak kullanilabilirliklerini sinirlandirmaktadir (Jaracz et al. 2005).

1.9.3. Monoklonal antikorlar

Monoklonal antikorlar (mAb'ler), tiimor hiicrelerinde asir1 eksprese edilen ancak
normal dokularda diisiik ekspresyonu olan bir antijene baglanarak sitotoksik bir ajanin
timor bolgelerine verilmesini spesifik olarak hedefleyebilir (Alley et al. 2010). Vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF), temel fibroblast biiylime faktorii, trombosit kaynakl
biiylime faktorii ve kanser hiicrelerinde belirli matris metalloproteinazlar gibi mAb'ler
igin anjiyogenezde yer alan bir¢ok potansiyel hedef vardir (Brannon-Peppas and
Blanchette 2012). mAb'lere dayali terapiler artik kanser tedavisi i¢in en basarili ve dnemli
stratejiler arasinda yer almaktadir, ancak yeni mAb'ler gelistirmek icin ¢ok yiiksek iiretim
maliyetleri ve tiimdr hiicrelerine penetrasyonlarini sinirlayan biiyiik boyutlara sahip

olmalar1 gibi baz1 6nemli dezavantajlar1 vardir (Heo et al. 2016).
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1.9.4. Hiyaliironik asit

Dogal bir anyonik polisakkarit olan hiyaliironik asit (HA) i¢in hiicre yiizeyi
glikoproteini CD44, hiyaliironik asit aracili hareketlilik i¢in reseptor, trans-membran
proteini layilin, endositoz i¢in hiyaliironik asit reseptori, lenfatik damar endositik
reseptOrii gibi bircok 6rnek verilebilir. Akut 16semi, kolon, mide ya da yumurtalik gibi
kanser tiirlerinde HA-baglayici reseptorler asir1 ifade edilmektedir. Bu sebeple herhangi
bir sitotoksik ajanla konjuge edilmis HA’ nin hiicreleri hedeflemesi hedefe spesifik ilag
salinimi saglayabilir, ayn1 zamanda saglikli hiicrelerde yan etkilerden dolayr meydana
gelebilecek hasarin 6niine gegilebilir (Jaracz et al. 2005). Ilag/gen tasiyicisinda HA'nin
uygulanmasi, biyouyumluluk, biyolojik olarak pargalanabilirlik, HA-konjuge
nanopartikiillerin immiinojenik olmamasi, ilgi alanlarina spesifik ilag/gen dagitimina

aracilik etme gibi bazi istiin 6zelliklerinden dolay1 6nemlidir (Zhong et al. 2015).

1.9.5. Aptamer

Aptamerler, uzun tek sarmalli yapilandirilmis oligoniikleotidir (DNA veya RNA).
Farkl1 hedeflere yiiksek afinite ve 6zgiilliik ile baglanabilen {i¢ boyutlu konformasyonlara
sahiptir. Hedefleme araci olarak nano ilag tasima sistemlerinde kullanildiginda aptamerler
tedavi siireclerinde terapotik etkiyi arttirabilir. Kimyasal antikorlar olarak da bilinen
aptamerler diisilk immiinojenik potansiyel, kiiclik boyut, yiiksek afinite ve o6zgilliik,
kolay modifiye edilebilirlik, yliksek esneklik ve giiclii stabilite gibi sahip olduklar
ozelliklerinden otiirii geleneksel antikorlara kiyasla avantajlidir. Ancak aptamerler hiicre
ici niikleazlar tarafindan parcalanirlar. Bu siirlamanin istesinden kilitli niikleik asit
olarak adlandirilan yapay bazlar kullanilarak gelinebilir. Daha onceki caligmalarda
aptamer-aptamer, aptamer- siRNA, aptamer-miRNA, aptamer-antikor, aptamer-enzim
yapilar1 olusturulmus ve tiim bu yapilar ana molekiillerden daha iyi stabilite ve

fonksiyonellik gosterdigi rapor edilmistir (Kanwar et al. 2011).

1.9.6. Folik asit

Beyin, akciger, yumurtalik ya da meme kanseri gibi pek cok kanser tiirtinde

yiiksek diizeyde eksprese olan folat reseptorleri normal dokularda diisiik ekspresyona
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sahiptir. Bu nedenle folik asit (FA) nanotiip, polimerik nanopartikiiller, lipozomlar,
miseller ya da emiilsiyon gibi farkli formiilasyonlara dahil edilerek hedefleme ligandi
olarak kullanilabilir (Vance et al. 2009). Arastirmalar folik asit ligandlar1 kullanilarak
hazirlanan ilag/gen nano tasiyici sistemlerin saglikli dokular iizerinde diisiik toksisite
sergiledigini, timorli dokularda ise daha spesifik hiicresel alim nedeniyle tedavide etkin
sonu¢ verdigini bildirmistir. Folik asitin kii¢iik boyutu, diisiik immiinojenitesi ve essiz

farmakokinetik 6zelliklerinin etkisi kaginilmazdir (Guo and Lee 2001).

1.10. Bor

Bor, periyodik tablonun 13. grubunda yer alan, atom numarasi 5 ve 10,811 g/mol
atom kiitlesine sahip olan, kimyasal olarak B ile sembolize edilen bir metaloiddir. Bor
elementi yiizyillardir bilinmesine ragmen element olarak kesfi Sir Humphry Davy ve
Gay-Lussac tarafindan 1808 yilinda gergeklesmistir (Uluisik et al. 2018). 1°B ve 'B
borun en kararli izotoplarindandir. Bor elementi dogada sodyum ve oksijen ile ogranobor
kompleksi halinde bulunmaktadir. B elementi hidrojen, karbon, oksijen ve nitrojene
kiyasla dogada daha az bulunur ancak organizmalar icin fizyolojik Onemlere
sahiptir(Woods 1994). B-O ve B-N baglarmi ihtiva eden organoboratlar biyolojik
sistemlerde oldukca dnemlidir. Organizmalarda bulunan borun %96’s1 yiiksiiz borik asit
B(OH)s ve ¢ok az miktarda borat anyonu B(OH)s ™ halindedir. pKa’s1 9,25 olan borik asit
zay1f bir Lewis asitidir bu deger bor ligandlari ile kovalent bag olusumu sirasinda azalir
ve tetrahedral borat anyonuna B(OH)s dontisiir (Hunt 2003). Boraks ve borik asit
riboflavin, adenozin monofosfat, askorbik asit gibi cis hidroksil grubuna sahip
molekiillerle ve riboz, apioz gibi bes karbonlu sekerlerle etkilesim i¢indedir (Bolafios et
al. 2004). Borun sodyum tuzlar1 ve borik asit antiseptik, bakterisit, koruyucu, bocek
oldiirticii ve herbisit olarak kullanimdadir. Dahasi cam {iretimi, porselen emaye ve
seramik metal alasimlar gibi baska pek ¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir (Moore
1997). Diinyada 6nemli bor yataklar1 Tiirkiye, ABD, Sili, Arjantin, Rusya, Misir, Suriye
ve Fas gibi iilkelerde yer almaktadir (Tanaka and Fujiwara 2008).
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1.10.1. Borun canhlar i¢in 6nemi

Bor elementi biyolojik siire¢lerde énemli roller iistlenmektedir ve bu nedenle
mikroorganizmalar, bitkiler, hayvanlar ve insanlar i¢in biiyiik bir 6neme sahiptir. Bor,
mikroorganizmalarin metabolik ve fizyolojik siire¢lerinde 6nemli rollere sahiptir.
Iceriginde bor elementi bulunan ve Streptomyces antibioticus tarafindan iiretilen
boromisin antibiyotigi 6zellikle gram pozitif bakteriler iizerinde etkidir (Hiitter et al.
1967). Ayrica diger bakteriyel antibiyotiklerin yani sira bir deniz bakterisi tarafindan
tiretilen bor i¢eren siderofor vibrioferrin ve Solenopora jurassica alglerinde pembe renk
veren borolitokromlarin yapisinda bulunmaktadir (Lewin and Chen 1976; Amin et al.
2007). Kahverengi algler, diatomlar ve alg kamgililar gibi 6karyotlar i¢im de gereklidir.
Tek hiicreli 6karyotik maya Saccharomyces cerevisiae biiylimek i¢in bora ihtiyag duyar
(Bennett et al. 1999).

Bitkilerde bor elementinin niikleik asit, karbonhidrat ve protein metabolizmast,
hiicre duvar yapisi ve sentez siireci, zar biitiinliigli ve fenol metabolizmasi gibi bir¢ok
sliregte onemli rolleri oldugu bilinmektedir. Ancak bu elementin siireclerde molekiiler

seviyedeki etkinligi az bilinmektedir (Goldbach and Wimmer 2007).

Bor ve bilesiklerinin insan ve hayvanlarin metabolizmasi i¢in gerekli oldugu bir
siredir bilinmektedir. Hiicre zar yapisi, kemik gelisim ve steroid hormon
metabolizmasinda etkilidir (Cui et al. 2004). Sebze, meyve, kabuklu yemis ve bunlarin
yani sira bir¢ok iiriinde bol miktarda bulunan bor insanlar tarafindan giinliik 1-7mg
tiiketilebilir. Insan viicudunda borik asit halinde bulunan bor, gastrointestinal sistem
tarafindan tamamen emilir (Hunt 1998). Hayvanlarda bor karbonhidrat ve mineral
metabolizmasi, enerji tilkketimi, enzim aktivitesi ve embriyonik gelisim gibi bir¢ok siirecte
onemlidir. Bor yoksunlugu kurbaga, fare, zebra balig1 gibi bir¢cok hayvan i¢in lireme ve
gelismeyi olumsuz yonde etkilemektedir (Lanoue et al. 1998; Rowe and Eckhert 1999;
Kot 2009). Yiiksek miktarda bor tavuk ve si¢canlarda bazi organlarin gelisimini olumsuz
etkilemektedir (Huang et al. 2015). Ayrica bazi inflamatuar hastaliklarin gelisiminde
etkili olan enzimlerin baskilanmasinda da rol almaktadir. Ornegin bor, 6-fosfoglukonat
ile kompleks olusturarak pentoz fosfat yolagindaki 6-fosfoglukonat dehidrojenaz
enzimini inhibe etmektedir (Hunt 1998).
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1.10.2. Bor toksisitesi ve tolerans mekanizmalari

Metaloidler canli sistemlerde oksidatif stres seviyesinde artis, DNA hasar ve
onarim sistemlerindeki bozukluklar, protein katlanmas1 ve fonksiyonundaki aksakliklara
baglh olarak meydana gelen aktivite kayiplarina bagli olarak toksisiteye yol acarlar
(Camacho-cristobal et al. 2008). Hiicreler bu durumlarla basa ¢ikmak i¢in metaloidlerin
viicuttan uzaklastirilmasi, organellerde depolama, metaloid baglayici proteinlerin

azaltilmasi gibi sayisiz siire¢ gelistirmektedir (Verbruggen et al. 2009).

Bor toksisitesinin molekiiler mekanizmasini agiklamak {izerine yapilan
caligmalarda borun efluks pompast ATR1 ve aminoasit biyosentez genlerinin
ekspresyonu arasinda bir iliski oldugu ortaya konmustur. Yiiksek bor konsantrasyonu
genellikle bakteri ve mantar enfeksiyonlarini1 kontrol etmek amaci ile kullanilmaktadir.
Bitkilerde bor toksisitesinin toprak bor konsantrasyonunun yiiksek oldugu kurak
alanlarda nispeten daha yaygin goriilmektedir. Bor ile zehirlenen bazi bitkilerde goriilen
semptomlar siirgiin ve kdklerde diisiik biiytime orani, klorofil ve lignin seviyesinde azalis
gibi durumlardir (Brdar-Jokanovi¢ 2020). Borun bitkilerde neden oldugu toksisite yiiksek
olasilikla hiicre duvar yapisini1 bozarak ya da metabolizmada 6nemli siireclere katilan bazi
niikleotidlerin yapisindaki cis-diol igceren seker molekiillerine baglanma yoluyla

gerceklestirmektedir (Reid et al. 2004).

Bor hemostazini siirdiirmek ic¢in hiicre icinde veya disinda tasinan bor
seviyelerinin hiicresel mekanizmalar araciligiyla diizenlenmesi gerekir. Bitkiler toprak ile
bora dogrudan maruz kalirlar ve bu nedenle borun etkisi ile ilgili genler ilk olarak
bitkilerde tanimlanmistir. Borik asit formunda topraktan emilen bor siirgiinlere iletilmek

tizere ksileme yiiklenir ve uzun bir tasima ardindan yapraklarda birikir (Shelp et al. 1995).

Insan ve hayvanlar tarafindan alan inorganik boratlar yiiksek pKa’dan dolay:
borik asit formunda bulunur. Bu nedenle bor bilesiklerinin toksikolojisi bor olarak ele
alinmaktadir. Borik asitin toksikokinetigi insanlarda ve hayvanlarda arastirilmistir. Oral
olarak alinan borik asit ve boratlar viicuda hizla dagilir ve tamamen emilir. Ardindan renal

yolla borik asit formunda atilir. Tekrarlayan alima bagli olarak borik asitin dozu/alimi
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arasinda lineer bir korelasyon vardir. Sicanlarda yapilan bir ¢alismada 68 mg B/kg’ye

denk gelen 9000 ppm’e kadar doz alim1 arastirilmistir (Ku et al. 1993).

Borun belirgin etkileri asagidaki gibi 6zetlenebilir (Pizzorno 2015):

e Kemik biiylimesi ve gelismesine olumlu katk: (Beattie and Peace 1993; Nielsen
2008)

e Yara iyilesmesini hizlandirir (Nzietchueng et al. 2002)

e Hiicre dis1 matriks proteinlerinin ifadesi (Ying et al. 2011)

e Cinsiyet hormonlarinin diizenlenmesi (Naghii et al. 2011)

e D vitamininin eksikliginin 6nlenmesi (Jones et al. 2012)

e Magnezyumun emilimi (Zofkova et al. 2013)

e Antiinflamatuar etkiler (Hunt and Idso 1999)

e Oksidatif strese kars1 koruma (Coban et al. 2015)

e Beyin fonksiyonu ve psikolojik islev (Penland 1998)

e Agir metal toksisitesine kars1 koruma (Turkez et al. 2012)

e Onemli biyomolekiillerin iiretimi (Bolafios et al. 2004)

e Prostat, rahim agzi, akciger kanseri ve lenfoma gibi bir¢ok kanser tiiriine karsi
onleyici ve terapotik etki (Ayhan et al. 2009; Yao et al. 2013)

e Gelencksel terapotik ajanlarin olumsuz etkilerini iyilestirme (Turkez et al.

2010).

1.10.3. Bor nitriir ve nanoteknoloji

Bor bilesikleri i¢in yeni tiretim tekniklerinin gelistirilmesi ve kullanim alanlarinin
her gecen giin genislemesiyle birlikte borlu bilesiklere olan ilgi daha da artmistir. Ferro,
nikel ve kobalt bor gibi borlu alagimlar, kristal bor, kiibik ya da hekzagonal bor nitriir
amorf bor diginda siralanabilecek 6rneklerdir (Alizadeh et al. 2004).

Fiziksel, kimyasal ve 1s1l 6zellikler yoniinden birtakim avantajlar sunan bor nitriir,
hekzagonal (hBN), wiirstitik (WBN) ya da kiibik (¢cBN) bir yapiya sahip olabilmektedir.

Yapr itibariyle karbona benzetilen bor nitriir beyaz grafit olarak adlandirilmaktadir.
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Dogada dogal olarak bulunmayan, bor ve azot atomlarinin bir araya gelmesiyle olusan
hekzagonal bor nitriir sicaklik ve basing etkisi ile kiibik forma doniistiiriildiigiinde elmas
kadar sert olabilmektedir (Vogt 1998). hBN bal petegi yapisiyla grafene benzemektedir.
Hem bor hem de nitrojen atomlar1 bag acis1 109° olacak sekilde B-N-B ve N-B-N sp3
hibridizasyonu gosterirler. hBN ve ¢cBN daha yaygin bulundugundan sentez, uygulama
ve aragtirmalarda daha yogun tercih edilmektedir (Zhang et al. 2007).
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Sekil 1.9. Bazi borlu nanoyapilar a. hBN nano levha b. hBN nano tabaka c. hBN nanotiip
(Weng et al. 2016).

Bor nitriirtin kimyasal kararliligi, elektriksel iletkenligi, oksitlenme sicakligi, bant
araliginin genisligi ya da termal iletkenligi gibi bir¢ok 6zelligi son yillarda biiyiik ilgi
gormektedir (Lin et al. 2007). Bu 6zellikleri ile inorganik materyaller arsinda son yillarda
yogun ilgi goren malzemelerin genis kullanim alani belirtilen alanlarla sinirli olmamakla

birlikte asagidaki gibi 6zetlenebilir (Maity et al. 2020):

e Yiiksek sicaklik seramiklerinin yapimi

e Yaglayicilar ve yapistiricilar

e Epoksi recineleri i¢in dolgu maddeleri

e Asinmaya dayanikli boyalar ve kaplamalar

e Kozmetik alaninda kullanilabilen dolgu maddeleri

e Notron dedektorlerinin yapimi
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e Su aritimi
e Kanser tedavisinde nétron yakalama yaklasimi

e ilac dagitim sistemleri.

1.10.4. hBN nanomalzemelerin islevsellestirilmesi

hBN’nin benzersiz yapisal optik, elektronik, kimyasal olarak malzemeye iistiin bir
cok ozellik kazandirmasindan dolayr hBN nanomalzemeleri bir ¢ok endiistriyel alanda
kullanim imkani sunmaktadir. hBN’nin sahip oldugu elektron delokalizasyonu, bilyiik bir
bant araligina neden olur bu durumun bir sonucu olarak yalitkan bir 6zellik ve renksiz bir

gorilinlim ortaya ¢ikar.

Fiziksel ya da kimyasal olarak bir takim iglevsellestirme siireglerinin ardindan bir
malzeme yeni ve iustiin bir¢ok Ozellige sahip olabilir. Bu modifikasyonlarin hBN

malzemesi i¢in uygulanabilir oldugunu gosteren birgok ¢alisma vardir.

Fiziksel islevsellestirme; hBN nanomalzemelerinin fiziksel
fonksiyonellestirilemleri temelde yapisal/morfolojik aktivasyonu ile ilgilidir. Ticari
olarak temin edilen hBN nanomalzemeleri yiizlerce nanometre boyutlara sahip olurlar ve
malzemeler bazi islemler sonucunda OD pargaciklar, 1D tiip/tel/serit, 2D levha ya da 3D

gozenekli yapilara doniistiiriilebilir.

Kimyasal islevsellestirme hem hBN hem de grafitin bazal diizlemdeki
reaksiyonlari her zaman polarize ya da esit eslenik 7 baglarini igerir. Bir fonksiyonel grup
B ve N ile tekli bag olusturursa toplam yiikiin esitlenmesi i¢in eslenmemis B ve N
dengeleyici bir grup ile (fonksiyonel grup ile ayn1 olabilir ya da olmayabilir) bag yapar.
Simdiye kadar hidroksil (—-OH), amino (—NH>), eter (-OR), amin (-NHR), arkil (-COR)
dahil olmak iizere ¢ok sayida fonksiyonel grup ve halojen (-X) gruplarinin yani sira
hetero atomlar (C ve O) hBN nanomalzemesinin yapi iskeletine kimyasal olarak dahil
edilmistir (Weng et al. 2016).
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1.10.5. hBN nanomalzemelerin ézellikleri ve uygulama alanlari

Suda c¢éziiniirliik; Biyolojik sistemler i¢in bir malzemenin uygulanabilirligi
sudaki ¢oziintirligi ile ilgilidir. Saf BN malzemelerin su ve sulu ¢6zeltilerde 6nemli bir
hidrofobiklik gosterdigi bilinmektedir. Son on yilda BN nanomalzemelerinin ylizey
islevsellestirme, ¢Oziiniirliik ve dagilimini arttirma amaciyla yogun arastirmalar
yapilmustir. Arastirmalar suda 2 mg/mL™" ¢éziiniirliige ulasabilen BN nanomalzemelerine
ait sonuglar1 raporlamiglardir. Pek ¢ok arastirma raporu kimyasal islemsellestirmeler ile
BN nanomalzemelerinin sahip oldugu ¢6ziiniirliik ve dagilabilirlik sorununun iistesinden

gelinebilecegini ortaya koymaktadir (Pakdel et al. 2011).

Biyouyumluluk; Bir¢cok karbon malzeme toksisite, en/boy orani, biyolojik
sistemlerdeki hiicre, doku ya da organlardan etkilenme gibi sinirlamalara sahiptir. Farkli
geometriye ve safliga sahip olan BN malzemeleriyle yapilan birgok toksikoloji
arastirmasi mevcuttur. Arastirma sonuglart bu malzemelerin toksik olmadigini ya da ¢ok
diisiik bir toksisiteye neden oldugunu ortaya koymustur. BN nanomalzemelerinin
biyolojik ve biyomedikal uygulama alanlarinda nispeten az sayidaki arastirma
raporundan Otiirli yakin gelecekte bu malzemeler ile ilgili arastirmalarin derinliginin ve

alaninin gelistirilmesi beklenmektedir (Li et al. 2014).

Mikroelektronik; BN nanomalzemeleri i¢in mikroelektronik alanda iki hedef
uygulama noktasi vardir: 1. Yalitkan ozellikleri ve 2. Yiizey yapisinin diizgiinliigii. Bu
iki durum hBN nanomalzemelerine yliksek termal ve kimyasal kararlilik saglar. Bundan
dolay1 hBN nanomalzemeler yiiksek kaliteli cihazlarin tasarlanmasi ve liretilmesi i¢in 2D

nanomalzemeler i¢inde dikkat gekici bir konuma gelmektedir (Bradford et al. 2019).

Nano fotonik; Nano fotonik nano 6lgek sinirlarinda 1s1gin nanomalzeme ile
etkilesimini ifade eden bir terimdir. hBN nanomalzemelerinin fiziksel, kimyasal ve hetero
yapilarinin son yillarda daha fazla aydinlatilmast BN tabanli yeni fotonik cihazlarin
gelistirilmesine hiz kazandirmistir. BN gibi polar dielektrik malzemelerin karigimi
bilesenlerin optik davraniglarindan kaynaklanan yeni istiin 6zelliklerle fotonik cihazlar
tiretilebilir. Bu hetero malzemeler kizildtesinden terahertze kadar genis bir aralikta

nanofotonik uygulamalar1 i¢in kullanilabilir (Caldwell et al. 2016).
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Kompozit uygulamalar; hBN nanomalzemeleri sert ve termal olarak en iyi
iletken malzemeler arasindadir. Kompozit dolgu maddelerinde BN nanomalzemelerinin
kullanilmasi ile malzemenin elektrik yalitimi1 korunurken mekanik dayaniklilik ve termal
iletkenlik arttirilabilir. Ayrica yiiksek dielektrik sabitine sahip kompozitler potansiyel ytik
depolama kapasitorleri i¢in uygundur. Bu anlamda BN nanomalzemeler dielektrik
ozellikleri ile uygulamalarda 6n plana c¢ikmaktadir. Dahast kompozit malzemelere
eklenen BN nanotiipler ya da OH-BN nanotiipler polimerin gaz gecirgenliginde bariyer

Ozelliklerini 6nemli derecede iyilestirebilir (Kang et al. 2015).

Cevre ve enerji; Son ¢aligmalar BN nano tabakalarinin ya da hetero yapilarinin
fotokatalitik Ho tiretimi ve kirletici oksidasyonu igin etkili malzemeler oldugunu ortaya
koymustur (Huang et al. 2015). Elektrokimyasal kataliz uygulamalart i¢cin BCN
nanomalzemelerinin yakit hiicreleri, Li-O2 pilleri ya da sensorlerde 6nemli metal
icermeyen katalizorler oldugu bilinmektedir (Wang et al. 2012). Kemisorpsiyon ve
fizisorspsiyon mekanizmalar1 kullanilarak BN nanomalzemeleri hidrojen depolama
uygulamalar1 i¢in kullanilabilir. Go6zenekli BN nano yapilart kirleticilerin
absorpsiyonunu saglayabilir. Yaglar, boyalar, organik ¢oziiciiler ya da metal iyonlarinin
sudan uzaklastirilmas1 calismalarinda uygun nanomalzemeler oldugu bildirilmistir

(Wang et al. 2017).

Ila¢c Dagitim Sistemleri; Nanotastyicilar ile kombine edilerek hedefe iletilmesi
amaglanan ilaglarin terapdtik etkiyi iyilestirme ve istenmeyen yan etkileri en aza indirme
potansiyeli vardir. Fizyolojik sartlarda biyouyumlu, ¢6zliniir ve kararli olan ilaglart
hedefe iletebilme yetenegine sahip tasima sistemlerinin tasarimi hala zor olmaktadir. Bu
noktada yeni tasima sistemlerinin dizayninda hBN nanopartikiillerinin kullanilmasi

birgok avantaj sunar (Sharker 2019).
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Cizelge 1.1. Baz1 bor nanopartikiillerinin ila¢ dagitim sistemi olarak kullanildig:

calismalar.
BN yapisi Yiikleme/Modifikasyon Uygulama
h-BN Doksorubisin Antikanser tedavisi
Karboplatin Antikanser tedavisi
Hidroksilasyon Hidrojel kompozit
B24N24 5-Fluoro urasil Antikanser tedavisi
B12N12 Cisplatin Antikanser tedavisi
Nanotiip B(10) izotop Radyasyon tedavisi
(BNNT)
Karboplatin Antikanser tedavisi
Kurkumin Anti-inflamatuar

BN nanotiipleri ve hBN nanopartikiilleri i¢in birgok literatiir raporu vardir. Hem
BN nanotiipleri hem de hBN nanopartikiillerinin yiiksek yiikleme kapasitesine sahip
oldugunu gosteren kanitlar mevcuttur. Dahasi folik asit ve hiyaliironik asit ile konjuge
edilen kanser hiicrelerine hedefli bu tasima sistemleri yiiksek sayida kanser hiicresinin
oliimiine yol agmistir (Li et al. 2014). BN nanomalzemelerin kontrol edilebilir yiizey zeta

potansiyel enerjisi taginan ilacin daha yiiksek hiicre i¢i endositozunu saglar.

Gen Sahmmu; Islevsellestirilmis BN nanoyapilar1 genler, proteinler, terapdtik
ajanlar gibi diger molekiiller i¢cin umut vadeden araglardir. Gen iletiminde niikleaz
bozulmasi ve azalmis hiicresel internalizasyon nedeniyle siirlamalar vardir. Tim bu

sinirlamalar nanoteknoloji ile asilabilir. Kanser immiino terapisinde umut verici CpG
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oligoniikleotitleri BN nano kiireleri aracilifiyla tasmabildigini gdsteren raporlar

mevcuttur (Zhang et al. 2019).

Terapotik Ajanlarin  Salimmmi; hBN nanopartikiillerinin  yiizeyine Pd
biriktirilmesiyle elde edilen nano tastyicilar iistiin foto termal dzellik gostermektedir. lag
tasima sistemi olarak kullanilan bir caligmada tasiyici sistemin yiiksek oranda
doksorubisin ilacini yiikledigi bildirilmistir. Ortamin pH’sinin degisimine bagli olarak
ilac1 salmak fiizere tasarlanan bu tasima sistemi ile tedavi edilen farelerde elde edilen
sonuclar timor biiylimesinin 6nemli derecede Oniine gecildigini kanitlar niteliktedir

(Ciofani et al. 2009).

Bor lipoik asit (BLA), oksidatif stres ve norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
noroprotektif potansiyeli olan, yeni bor bazli bir hibrittir. AP (1-42) ile indiiklenen AH
modelinde BLA ‘nin néron koruyucu etkisi in vitro arastirmalarda degerlendirilmistir. Ap
(1-42)‘nin neden oldugu hiicre 6liimiinii inhibe eden ve antioksidan aragtirmalarda yiiksek
kapasitesini ortaya koyan bu molekiill EP18207733 patent numarasi ile Avrupa Patent

Ofisi’nde tescillenmistir (Cacciatore et al. 2018).
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Bor bilesiklerinin ¢esitli dozlarmin periferik kan kiiltiirlerinde sitotoksik,
genotoksik ve biyokimyasal parametreler iizerindeki etkilerinin arastirildigi calismada,
bilesiklerin 6zellikle diisiik dozlarda antioksidan enzimlerin aktivitesi iizerinde olumlu
etkileri oldugu rapor edilmistir. Bilesiklerin yiiksek doz uygulamasinda genotoksisiteyi
indiiklemedigi, ancak artan doza bagl olarak oksidatif stres parametrelerinde bir artis

oldugu bildirilmistir (Tiirkez et al. 2007).

AICI3 uygulamasinin neden oldugu toksisite ile meydana gelen beyin hasarinda
borik asitin (BA) Kkoruyucu potansiyelinin degerlendirildigi bir diger ¢alismada
arastirmacilar Sprague-Dawley sicanlar ile arastirmalart gergeklestirmislerdir. Tim
gruplarda beyin néron sayisi hesaplanmistir. Dahasi histopatolojik incelemeler de
gerceklestirilmistir. AlClz ve yiiksek dozda BA uygulanan gruplarda yiiksek beyin hasari
gozlemlenmis ancak BA’nin diisiik dozlariyla tedavi edilen gruplarda AlClstoksisitesinde
iyilesmeler rapor edilmistir (Colak et al. 2011).

Borun 6nemli biyolojik rollerinden otiirii 6zellikle son yillarda hayvan besin
maddesi olarak kullanilabilirligi arastirilmaktadir. Aragtirmacilar borlu bilesiklerden olan
iileksitin zebra baligi beyninde oksidatif stres parametreleri tizerindeki etkisini
arastirmigtir. Calisma diisiik tileksit uygulamasinin zebra balig1 beyninde oksidatif stres
parametreleri iizerinde olumsuz bir duruma neden olmadigini bununla beraber
antioksidant sistem iizerinde destekleyici etkiler sergiledigini rapor etmistir (Alak et al.

2021).

Nanomalzemelerin genis kullanim alan1 géz 6niine alindiginda canli sistemler
tizerinde neden olabilecegi toksisitenin arastirilmasi bir zorunluluktur. Kobalt borid
nanopartikiilleri ile tedavi edilen insan alveoller hiicrelerinde transkriptom analizi
gerceklestirilen bir arastirmada, analiz edilen 40.000 genden 712’sinin ekspresyon
durumunu degistirdigi  bildirilmistir. P53 geni, hiicre dongiisii ve kanser
mekanizmalarinda etkin olan genleri iceren bir dizi ekspresyon durumunu degistirdigi

rapor edilmistir. Arastirmacilar elde ettikleri bulgular 151831Inda  kobalt borid
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nanopartikiillerinin 6zellikle tibbi uygulamalar ya da diger endiistriyel siireclerde

kullanilabilirliklerinin giivenligini bildirmistir (Arslan et al. 2022).

Rahul ve arkadaslariin gergeklestirdigi calismada beyine donapezil HCl iletimini
arttirmak i¢in kiibizomal mukoadhezif in situ nazal jel gelistirilmesi amaglanmistir. Bu
amagla kiibozomlarin hazirlamasinda gliserol mono-oleat (GDO) ve ylizey aktif madde
poloksamer 407 kullanilmistir. Gelistirilen formiilasyonlar, partikiil boyutu, polidagilim
indeksi, zeta potansiyeli, transmisyon elektron mikroskobu (TEM), in vitro ilag salim1 ve
in vivo biyo-dagilim c¢alismasi ile karakterize edilmistir. Optimizasyon amaci igin
merkezi kompozit tasarimi kullanilmis ve secilen formiilasyon (2 g GDO ve %1,5
poloksamer igeren), sirastyla jellestirici ajan ve mukoadhezif ajan olarak jellan sakizi ve
konjak sakizi varliginda hazirlanmigtir. Optimal kiibizomal dagilim ve optimal
kiilbozomal mukoadhezif in situ nazal jel, sigan modelinde in vivo biyo-dagilim
calismalariyla degerlendirilmistir. Yalniz ilag ¢ozeltisine kiyasla onemli Ol¢lide daha
yiiksek transnazal gecirgenlik ve beyne daha iyi dagilim gosterdigi kaydedilmistir. Bu
nedenle, formiile edilmis kiibozomal mukoadhezif in situ jel, transnazal yoldan merkezi
sinir sistemine etkili ilaglarin beyin hedeflemesi igin umut verici bir tasiyici olarak

diistiniilebilecegi vurgulanmaktadir (Patil et al. 2019).

Rivastigmin ilacini lipozomlarla tasarlayan bir ¢calismada AH modeli olusturulan
sicanlarda intranazal yolla ilacin beyine ulastirilmasi amaglanmistir. Geleneksel
lipozomlar, lipid bilesenleri olarak kolesterol ve soya lesitini kullanilarak lipid tabakasi
hidrasyon yontemiyle formiile edilmistir. Sigan modellerinde intranazal lipozomlar,
serbest ilag¢ ve oral uygulamadan sonra beyin ve plazmadaki rivastigmin konsantrasyonu
incelenmistir. Lipozomlara hapsedilerek iletilen rivastigmin intranazal ve oral yol
iletimiyle karsilagtirildiginda daha yiiksek bir ilag seviyesi bulundugu rapor edilmistir.
Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in intranazal yoldan rivastigmin lipozomlarinin
verilmesinin yeni bir terap6tik yaklasim olabilecegi belirtilmektedir (Arumugam et al.
2008).

AH ‘nin tedavisi i¢in oral dozaj formunun alternatiflerinin arastirildig1 bir diger
caligma, rivastigminin transdermal uygulamasini formiiliize etmeyi, gelistirme ve stirekli

ilag dagitiminin plazma seviyelerini terapotik aralikta tutmayr amaglamistir. EX Vivo
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calisgmada sican derisi yoluyla gegirgenlik parametreleri ve in vivo ¢aligmada
farmakokinetik parametreler degerlendirilmistir. EX vivo permeasyon ¢alismasi,
lipozomlarin, sulu kontroliin 2 katindan daha fazla sabit durum akis1 sagladigini gostermis
dahas1 in vivo deneylerde, optimize edilmis rivastigmin lipozomlarinin topikal
uygulamasindan sonra, Cmax 208 ng/ml ve AUC 0-24 3605 (ng.saat/ml) de kontrol
grubundan 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu rapor edilmistir. (Salimi et al. 2020).

Tavsanlar lizerinde yapilan bir arastirmada tiyotlanmis kitosan hidrojel (TCH)
icinde dagitilmis  lipozomal donapezil HCI’'nin (LDH) karakterizasyonun
gerceklestirilmesi, farmakokinetiginin degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Hazirlanan TCH
ters yonlii buharlagtirma teknigi kullanilarak LDH ile birlestirilmig, ardindan hazirlanan
yeni nano tagima sistemi karakterize edilmistir. Sonuglar optimize edildikten sonra in vivo
ortamda hidrojelin farmakokinetigi aragtirilmistir. Ortalama LDH boyutu ve ila¢ tutma
verimliligi sirasiyla 438,7+ 28,3 nm ve %62,5 £+ 0,6 olarak kaydedilirken tasiyici sistem
tarafindan salinan ilacin yar1 Omriiniin yaklasik 3,5 saat oldugunu ve lipozomal
hidrojellerin 4°C'de kararli oldugunu rapor edilmistir. Donapezil HCI’ye kiyaslandig:
zaman optimize edilmis hidrojelin nazal yolla ortalama maksimum ila¢ konsantrasyonunu
ve egri altindaki alani sirasiyla %46 ve %39 arttirdigini géstermistir. Dahas1 donapezil
Intranazal olarak verilen ilag sisteminin, oral tabletlerine kiyasla ilacin beyin dokusundaki
miktarini ortalama %107 oraninda arttirdig1 da rapor edilmistir. Arastirmacilar elde ettigi
tim bu verilerin 1518inda TCH'ye dagilan lipozomlarin, donapezil HCl’nin nazal
uygulamasi i¢in umut verici bir uygulama oldugunu ve Alzheimer hastaliginin tedavisi

i¢in distiniilebilecegini rapor etmektedirler (Al Harthi et al. 2019).

Artan AH vakalarinin sayist ve mevcut tedavi yontemlerinin siirlamalari
aragtirmacilart yeni ilag arayist konusunda yogun bir arastirmaya yonlendirmektedir.
Donapezil yiiklii nano emiilsiyonlar hazirlanarak gerceklestirilen bir arastirmada,
karakterizasyon g¢aligmalari partikiil boyutu, polidagilim indeksi ve zeta potansiyeli
arastiritlmistir. Salinim calismasi tamamlanan nanoemilsiyolarin burundan beyine ilag
iletiminin arastirllmas1 amaciyla Sprague Dawley sicanlar1 kullanilmistir. Nano
emiilsiyon, 0,084 PDI ve -10,7 mV zeta potansiyeli ile 65,36 nm partikiil boyuta sahip
oldugu gosterilmistir. In vitro ilag salim caligmalarina ait sonuglar nano emiilsiyonun

fosfat tamponu iginde 4 saatte %99 yapay beyin omurilik sivisinda 2 saatte %98 ve simiile
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nazal sivida 2 saatte %96 maksimum salimimi gdstermistir. Nano emiilsiyon
sitotoksisitesi ve antioksidan aktivitesi, doza bagli sitotoksisite ve % radikal siiplirme
aktivitesi gostermistir. Ayrica Giemsa boyama goriintiileri de gelistirilen formiilasyonun
hiicre morfolojisi {izerinde hi¢bir olumsuz etkisi olmadigint dogrulamistir (Kaur et al.
2020).

Alzheimer hastaliginin tedavisindeki en onemli sinirlayicilardan biri kan-beyin
bariyerini asabilme potansiyelidir. Arastirma grubu emiilsiyonlara hapsedilen
memantinin intranazal uygulama yoluyla beyine hedeflendirilmesi lizerine tasarladiklari
calismada nano emiilsiyonun in vitro ilag salinim g¢alismasi ve antioksidan kapasitesini
analiz etmislerdir. Nano emiilsiyonlarin ortalama 11 nm partikiil boyutuna sahip
oldugunu ve %99’luk bir permeabiliteye sahip oldugu rapor edilmistir. Yapay nazal
stvida %80’lik bir ila¢ salinim aktivitesine sahip olan nano emiilsiyonlar ayn1 zamanda
%98’lik bir hiicre canliligr gostermistir. Dahast gama goriintiileri ve biyo dagilim
sonuglari intranazal olarak uygulanan ilacin sigan beyninde 1,5 saatte %3,6 daha yiiksek
alimina sahip oldugunu kanitlamistir. Boylece nano emiilsiyonlarin dogrudan burundan
beyine iletim i¢in potansiyel bir memantin tasiyicist olarak kullanilabilecegi rapor

edilmistir (Kaur and Nigam 2020).

Orta ve siddetli Alzheimer hastalar1 i¢in kullanimi onaylanan memantinin etki
mekanizmasi tam olarak gosterilememistir. Yapilan bir ¢alismada memantin (MEM),
PLGA nanoparcaciklarima yiiklenmis ve MEM-PEG-PLGA nanopartikiillerinin
Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in oral uygulama ile KBB hedeflemesi amac¢lanmistir.
Tiim parametreleri optimize edilen ¢alismada MEM—PEG-PLGA nanopartikiilleri 200
nm'nin altinda bir ortalama partikiil boyutu, monomodal poli dagilima ve negatif yiizey
yiikiine sahip oldugu gosterilmistir. Fizikokimyasal karakterizasyon ¢alismasi ilacin
PLGA matrisi i¢inde dagildigint dogrulamistir. MEM—PEG-PLGA nanopartikiillerinin
beyin hiicre dizilerinde sitotoksik olmadigi bulunmustur. Memantin, serbest ilag
¢ozeltisine karsi NP'lerden daha yavas bir salim profili izleyerek, in vivo ilag uygulama
sikliginin azaltilmasina izin verdigi rapor edilen aragtirmada tagima sistemi hem in vitro
hem de in vivo olarak KBB’yi ge¢ebilmistir. Tiim bunlara ek olarak histolojik ¢aligsmalar,
MEM-PEG-PLGA nanopartikiillerinin B-amiloid plaklarin1 ve Alzheimer hastaliginin

iliskili inflamasyon 6zelligini azalttigin1 dogrulamaktadir (Sanchez-Lopez et al. 2018).
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Galantamin hidrokloriiriin kolinerjik yan etkilerle iligkili oldugu bildirilmektedir.
Biyolojik olarak pargalanabilen ve biyouyumlu bilesenler kullanilarak galantamin
hidrobromiiriin kat1 lipid nanopartikiil formiilasyonu gelistirilmistir. Secilen galantamin
hidrobromiir yiiklii kat1 lipid nanopartikiiller, boyutu 100 nm'den kiigiik ve maksimum
ila¢ tutma oran1 %83 olan nano kolloidal sistemler olusturmustur. Bu kiiresel ilag yiiklii
nanopargaciklardan in vitro ilag salimminin kontrollii bir sekilde 24 saat boyunca
%90'dan fazla oldugu goézlendi. In vivo degerlendirmeler ilacin biligsel bozuklugu olan
siganlarda onemli bir hafiza restorasyon kapasitesi sergiledigi rapor edilmistir. Ayrica
normal ilaca gore yaklasik iki kat biyoyararlanim sunan nanoyapilar 6zellikle Alzheimer
gibi hastaliklarda gilivenli ve etkili ilag dagitiminda umut verici bir ara¢ olarak

onerilmektedir (Misra et al. 2016).

Artan kanitlar Alzheimer hastaliginin bozulmus beyin insiilin sinyalizasyonu ile
iligkili bir metabolik bozukluk oldugunu gostermektedir. Bu nedenle son yillarda
diyabetik ilaglar AH’nin tedavisi i¢in yeni bir terapdtik secenek olarak giindeme
gelmistir. Pioglitazon (PIO), AH tedavisi igin en ¢ok arastirilan diyabetik ilaglardandir.
PIO, AH modellerinde klinik 6ncesi caligmalarda basar1 gosterse de diisik KBB
gecirgenligi ve onemli periferik yan etkileri PIO’nun basarisini ciddi bir derecede
diistirmektedir. PIO’nun nano lipit tastyicilarla intranazal iletimini hedef alan yeni
formiilasyonu beyine hedeflendirilmis ve tasiyici sistemin parametreleri optimize
edilmistir. Optimize edilmis formiilasyonun partikiil boyutu 211 nm ve zeta potansiyeli
14,9 mV olarak hesaplanmistir. Poli dagilim indeksi ve ilag enkapsiilasyon verimliligi
sirastyla 90,257 ve %70,18 olarak bulunmustur. Gergeklestirilen depolama stabilitesi
calismalari, 4 °C ve 25 °C'de nano tastyici sistemin stabilitesini dogrulamustir. In vitro
ilag salimi1 caligmasi, nano lipit tasiyicilarin siirekli bir ilag salimi sergiledigini
gostermistir. Ayrica siganlarda yapilan in vivo biyolojik dagilim calismasi, ilacin
intranazal nano lipit tasiyicisiyla, burundan beyne dogrudan tasindigini géstermistir (JOjo

et al. 2019).

Tarenflurbil zayif beyin penetrasyonu nedeniyle faz II klinik deneyleri
asamasinda basarisiz olmustur. Bundan dolay1 tarenflurbil i¢in etkin ilag dagitim
sistemine biiylik bir ihtiyag vardir. Bir caligmada intranazal olarak verilen nanotasiyicilar

araciligiyla beyine ilag iletiminin iyilestirilmesi amaglanmustir. Tarenflurbil poli(laktid-
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ko-glikolid) nanopartikiiller (TFB-NP'ler) ve kati lipid nanopartikiiller (TFB-SLN'ler)
gibi iki farkli nanotasiyictya yiiklenmistir. Dinamik 151k sacilim teknigi ve transmisyon
elektron mikroskobu ile belirlendigi iizere nanotastyicilarin yaklagik 200 nm partikiil
boyutu, ¢apt ~200 nm olan koku alma aksonlari boyunca hiicreler arasi tasimayi
gerceklestirmis ve daha sonra beyine dogrudan ulasim saglamistir. Ilacin burun
boslugunda kimyasal ve biyolojik bozunumdan korunmasini saglayan TFB-NP'ler ve
TFB-SLN'ler, sirastyla %64,11 ve %57,81 oraninda ilag yiikleme verimliligi géstermistir.
In vitro salim calismalari, TFB'nin TFB-NP'lerden ve TFB-SLN'lerden siirekli salimin
verimini saf ilaca kiyasla kanitlayarak, ilacin hedefleme bolgesinde uzun siireli kalma
stirelerini ortaya koymustur. Bu calisma ile elde edilen veriler tarenflurbilin terapotik
konsantrasyonlarinin polimerik ve lipidik nanopartikiillerin intranazal uygulamasindan
sonra koku alma yolu yoluyla dogrudan beyne tasmabilecegini kanitlamigtir

(Muntimadugu et al. 2016).

Bir antioksidan flavonoid olan zerdecalin AH’de oksidatif stresi baskilama
tizerine yliksek etkinlik gdsterdigi onceki calismalarda rapor edilmistir. Ancak diisiik
cozlnlirliik, diisiik biyoyararlanim ve beyine ulagimindan kaynaklanan sinirlamalar
nedeniyle terapdtik etkinligi diigmektedir. Bilim insanlar zerdegal kapsiillii kitosan
islevsellestirilmis PLGA ¢ekirdek/kabuk NP'lerini (CH@Cur-PLGA C/S NP'leri)
sentezlemis ve intranazal yolla uygulamasini konu alan bir ¢alisma gerceklestirmistir.
Uretilen NP'ler kapsaml1 bir sekilde karakterize edilmis ve %75 ilag yiikleme verimi ve
200 nm araliginda parcacik boyutu ile zerdecal kapsiillemesi dogrulanmistir. TEM
analizi, CH'nin PLGA NP'leri iizerinde tek tip kaplamasini ortaya koymustur. Salim ve
gecirgenlik calismasi, nazal mukozadan siirekli salim ve gelismis gecirgenlik
gdstermistir. In vitro KBB modeli, C/SNP'ler igin verimli gegis sergilemektedir. /n vivo
toksisite analizleri nanoyapilarin diisiik toksisite gosterdigini ortaya koymustur (Dhas and

Mehta 2021).

Saksagliptin (SAX), AH’ nin tedavisinde potansiyele sahip olan, yeni kesfedilen
bir dipeptidil peptidaz-4 enzim inhibitorii molekiiliidiir. Ancak ilacin yiiksek hidrofilik
ozelliginden otlirli kan beyin bariyerini gecememe sinirlamasina sahiptir. Mevcut
calismada kitosan-l-valin konjugati sentezlenmis, ardindan SAX"1 igine alan nano

konjugatlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan nanopartikiiller boyut, yilizey morfolojisi ve ilag
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yiikleme verimi aragtirilarak karakterize edilmistir. Hazirlanan nano konjugatin
kararlilig1, sigan plazmasi ve beyin homojenati drneklerinde aragtirilmistir. Calismada
nanopartikiillerin kan beyin bariyeri gecirgenligi, nanopartikiillere floresan boya
eklenerek basarili  bir sekilde gOsterilmistir. Siganlarda in vivo ¢alismalar
gerceklestirilmis ve sonuglar, nanopartikiillerin plazmada oldukga kararli oldugunu ve saf
SAX'n ¢ok az miktarda saldigimi gostermistir. Farmakokinetik c¢aligmalar,
nanopartikiillerin saf SAX'tan 3,42 kat daha diisiik bir (AUCO0-t) degerine sahip oldugunu
gostermistir (Fernandes et al. 2018).

Statinlerin kolesterol disiiriicii etkilerinin yani sira ndrodejeneratif hastaliklarda
potansiyel olarak faydali olabilecegi bilinmektedir. Yapilan bir ¢aligmada simvastatin
yiiklii lesitin/kitosan nanopargaciklarinin (SVT-LCN'ler) nazal uygulamaya uygun olarak
hazirlanmasi, karakterizasyonu, fizikokimyasal 6zellikleri ve in vivo biyolojik dagilimi
degerlendirilmistir. Uretilen SVT-LCN_MaiLab nanoparcaciklar1 kiiciik ¢apl pozitif
ylizey yiikii ve yiiksek kapsiilleme verimliligi ile ideal fizikokimyasal ozellikler
sergilemistir. Parc¢aciklar, simiile edilmis burun sivisinda in vitro olarak nispeten hizli bir
simvastatin salinimi (6 saatte %35,6) gostermistir. Bos nanopartikiillerin sitotoksisite
gostermemesi hazirlanan formiilasyonun nazal uygulama icin giivenli oldugunu
kanitlamistir. Dahas1  simvastatin  yliklii nanopartikiillerin ~ sitotoksisitesinin ilag
cozeltisinden ili¢ kat daha diisiik oldugu rapor edilmistir. Sicanlarda, benzer bir
simvastatin slispansiyonu dozu uygulamasina kiyasla simvastatin yiiklii nanopartikiillerin
burundan uygulanmasinin beyinde énemli 6l¢iide daha yiiksek bir radyoaktiviteye sahip

oldugu kanitlanmigtir (Clementino et al. 2016).

Piperin, giiclii antioksidan etkiye yol acan ve asetilkolinesteraz enzimini inhibe
eden asetilkolin gibi {igiinciil nitrojen saglayan, polien bag sistemine sahip dogal bir
alkaloiddir.  Alzheimer patolojisinde artan oksidatif stres ve asetilkolin
konsantrasyonunda azalma rapor edilmektedir. Mevcut arastirma, beyne hedeflendirilmis
2 mg/kg piperin deneysel AH modelinde kati lipid nanopargaciklarina yiiklenmis ve
karakterizasyonu tamamlanan tasiyict sistemin, davranigsal biyokimyasal analizleri
yapilmustir. Emiilsifikasyon ¢oziicii difizyon teknigi ile beyine hedeflemek {izere poli
sorbant-80 kaplamali piperin kat1 lipit nanopartikiilleri hazirlanmistir. In vivo deneysel

Alzheimer hastalik modeli ibotenik asit kullanilarak olusturulmustur (Yusuf et al. 2013).
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Son on yilda 6zellikle kan beyin bariyerini gegebilen, AH’nin tedavisinde daha
etkin olabilecek yeni ilag arayislari yogun bir sekilde devam etmektedir. Alzheimer
hastaligi ile iligkili agregatlar1 inhibe edebilen ancak diisiik KBB gecirgenlik-yiizey alani
nedeniyle beyne istenen konsantrasyonlarda ulasamayan peptit iAB5’in KBB yoluyla ilag
taginmasini iyilestirme amaglayan ¢alismada yiizey anti-transferin reseptorii monoklonal
antikoru (OX26) ve anti-Ap ile islevsellestirilmis olan poli(laktik-ko-glikolik asit)
nanoparcaciklari tiretilmistir. Domuz beyni kilcal endotel hiicreleri sistem etkinligini ve
toksisitesini degerlendirmek i¢in bir KBB modeli olarak kullanilmistir. Calismada peptid
1APs'in kontrollii bir sekilde verilmesi ile immiin nanopartikiillerin alimi, monoklonal
antikor islevsellestirme olmayan nanopartikiillere kiyasla 6nemli Olg¢iide arttigi rapor

edilmistir (Loureiro et al. 2016).

Bir aragtirma grubu AP@-42) enjekte edilerek olusturulmus in vitro AH
modellerinde tek basina antosiyaninlerin ve antosiyanin yiiklii poli (etilen glikol)-altin
nanopargcaciklarinin (PEG-AuNP'ler) noroprotektif etkisini aragtirmis ve karsilagtirmistir.
Tek basina veya PEG-AuNP'ler (AnPEG-AuNFP'ler) ile konjuge antosiyaninlerin hem in
vivo hem de in vitro AH modellerinde p-JNK/NF-kB/p-GSK3p yolunu inhibe ederek
AB-42) ile indiiklenen noéroinflamatuar ve noroapoptotik belirtegleri azalttigi rapor
edilmistir. Bununla birlikte, PEG-AuNP'lerle yiiklenen antosiyaninler, tek basina
antosiyaninlere kiyasla daha etkili sonug sergiledigi belirtilen ¢aligmada, Tiim sonuglar
ele alindiginda, PEG kapli altin antosiyanin nanoparcaciklarinin, AH gibi nérodejeneratif
hastaliklar1 Onlemek ic¢in nanotip alaninda yeni bir terapotik ajan olabilecegini

gostermektedir (Kim et al. 2017).

Bir bagka ¢aligmada, mezogozenekli silika nanopartikiillerin (P1-MSN) daha
biiylik gézenek boyutu ile sentezlenmis ve ardindan P1-MSN, siiksinik anhidrit (S-P1-
MSN) ve 3-aminopropiltrietoksisilan (APTES) (AP-CO-P1) ile islevsellestirilmistir. P1-
MSN'nin oda sicakliginda siiksinik anhidrit ile islevsellestirilmesi i¢in yeni bir yontem
olarak kullanilmigtir. Karakterize edilen nanopartikiillere rivastigmin (RT) yiiklenmistir.
24 saat boyunca P1-MSN, AP-CO-P1-MSN ve S-P1-MSN'ye maksimum yiikleme
yiizdesi %49,8, %11,9 ve %14,28 olarak rapor edilmistir. Simiile edilmis mide ve viicut
stvilarinda, RT yiiklii AP-CO-P1-MSN'nin (AP-CO-P1-MSN-RT) salim hizi, diger RT
yuklii nanopargaciklarinkinden daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Oral yolda, AP-CO-P1-
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MSN-RT'de RT'nin siirekli salinimi gergeklesirken ayrica, P1-MSN igin sitotoksisite etki
gozlenmemistir. Fakat AP-CO-P1-MSN ile tedavi edilen hiicreler, bu nanopartikiillerin
kolay girisi ve hiicrenin farkli boliimlerinde birikmesi nedeniyle SYSY hiicre canliliginda

bir etki gosterdigi bildirilmektedir (Karimzadeh et al. 2017).

Mitokondriyal disfonksiyondan kaynaklanan anormal reaktif oksijen tiirleri
(ROS) firetimi noronal hiicre Olimiine yol agabilir. Seryum oksit (CeOy)
nanopargaciklarinin, Ce*® ve Ce* oksidasyon durumlar arasinda gidip gelerek giiglii ve
geri dontstiiriilebilir ROS temizleyicileri olarak islev gordiigii bilinmektedir. CeO2
nanopargaciklarinin segici olarak mitokondriye hedeflenmesi, ndrodejeneratif hastaliklar
icin umut verici bir terapotik yaklagim olabilecegini Oneren bir arastirmada SXFAD
transgenik Alzheimer hastaligi fare modelinde mitokondriye lokalize olan ve ndéronal
olimii baskilayan trifenilfosfonyum-konjuge CeO: nanopargaciklarinin tasarimi ve
sentezi rapor edilmistir. Trifenilfosfonyum-konjuge CeO- nanopartikiilleri, bu farelerde
gbzlemlenen reaktif gliozis ve morfolojik mitokondri hasarini azaltmistir. Arastirmacilar
elde ettikleri veriler dogrultusunda trifenilfosfonyum-konjuge CeO2 nanopargaciklarinin
Alzheimer hastaliginda mitokondriyal oksidatif stres i¢in potansiyel bir terapédtik aday

oldugunu bildirmektedirler (Kwon et al. 2016).

Tau agregasyonunu in vitro olarak inhibe etme amaciyla ilk kez protein baglikli
(PC) metal nanopartikiillerinin arastirildig1 bir diger ¢alismada floresan spektrometrisi,
sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi ve elektron mikroskobu ile
karakterize edilen giiglii Tau agregasyon inhibitorleri olarak tasarlanan PC-Fe3O4 ve PC-
CdS nanopargaciklarinin AH’deki terapdtik potansiyeli arastirilmistir. Biyolojik olarak
sentezlenmis PC-metal nanoparcaciklarinin, 6zellikle demir oksidin, ndroblastoma
hiicrelerinin canliligini etkilemedigini ortaya konmustur. Calismada nanopartikiillerin,
giiclii Tau agregasyon inhibitdrleri olarak onciiliik edebilecegi ve ¢ok kiigiik boyutlar
nedeniyle spesifik ilag dagitimi i¢in modifiye edilebilecegi bildirilmistir. Alzheimer
hastaliginda biyolojik nanoyapilarin roliinii anlamak i¢in ilging bilgiler saglayan anti-tau

agregasyon ilaglari tasarlamak i¢in yeni bir yaklagim olarak onerilmektedir (Sonawane et
al. 2019).
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Arastirmacilar bir ¢alismada ilk kez pH'dan bagimsiz katyonik piridilfenilen
dendrimerlerinin, koyun prion proteininin inkliizyon govdeleriyle O6rneklendigi gibi
fizyolojik pH'de amiloid protein agregatlarin1 bozabildigini rapor etmistir. Sonuglar,
inkliizyon cisimciklerinin dendrimerlere maruz kalmasinin, nano boyutlu protein-
dendrimer komplekslerinin kismi ayrigmasina ve salinmasina yol a¢tigin1 gostermektedir.
Kompleksler, SDS PAGE, DLS ve Western blot yontemleri ile karakterize edilmistir.
Thioflavin T floresansi, dendrimerlere maruz kalmasi {izerine prion proteininin
amiloidojenik kabiliyetinde bir azalma oldugunu agik¢a gostermistir. Dahasi elde ettikleri
veriler ile arastirmacilar olusan komplekslerin stabil oldugunu ve daha az kiimelenme

gosterdigini de bildirmektedirler (Sorokina et al. 2016).

Sitotoksisite, ¢oziiniirliik ve kararlilik nanopartikiillerin tibbi uygulamalarda
kullanilmast i¢in 6nemli dzelliklerindendir. 30-60 nm boyutuna 1,6 nm kalinliga sahip
olan hBN nanopartikiillerinin sentezlendigi bir calismada proteinlerin taginmast ve
dagitimi i¢in giivenli bir sitem oldugu rapor edilmistir. Bir antijen proteini baglanarak
olusturulan tagima sisteminin tek basina antijen proteinine kiyasla 4 kat yiiksek bir antikor
tepkisi olusturdugu bildirilmistir. Arastirma hBN nanopartikiillerinin  ytliksek
biyouyumluluk ve diisiik reaktojenite ile verimli bir biyomedikal platform olarak hizmet

edebilecegini ortaya koymaktadir (Lu et al. 2016).

Bakteriyel enfeksiyonlarla savagsmadaki 6nemli bir sinirlama antikor kullanimidir.
Ucgucu cay agact yagimin hBN nanopartikiilleri ile tasinimini hedefleyen bir aragtirma
suda dagilim, biyouyumluluk ve yiiksek biyoyararlanim ile umut vadedici yeni bir

yaklasim oldugu rapor edilmistir (Guan et al. 2020).

Folik asit ile fonksiyonellestirilerek fludarabin ve sitarabin antikanser ilaglari i¢in
bor nitriir oksidinin tasiyici sistem olarak arastirildigi ¢alismada ilaglarin nano tastyict
tizerindeki absorpsiyonunun spontan ve ekzotermik gerceklestigini gostermistir
(Dehghan et al. 2021).

Son bulgular hBN nanopartikiillerinin yalnizca ilag tasiyicisi olarak hareket
etmedigini ayn1 zamanda 6nemli biyolojik etkiler sergiledigini de ortaya koymaktadir.

Yapilan bir arastirmada AP@42) ile indiiklenen noérotoksisiteye karst hBN
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nanopartikiillerinin ~ koruyucu  etkisi  degerlendirilmistir. ~ Sentezlenen  hBN
nanopartikiillerinin detayl karakterizasyon ¢aligmalar1 yapilmis ve in vitro sitotoksisite

caligmalar1 gergeklestirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Kimyasallar

Tez ¢alismasi boyunca kullanilan tiim kimyasallar ve temin edilen ticari firmalara

ait bilgiler Cizelge 3.1°de verildi.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan Kit ve kimyasal listesi

Kitler Alindig1 Firma

MTT Kiti Ecotechbiotechnology (Tiirkiye)
LDH Assay Kit Thermo Scientific™ (ABD)
TAK Kiti Rel Assay Diagnostics
TOD Kiti Rel Assay Diagnostics
DMEM-F12 Gibco™

DMEM Gibco™

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco® (ABD)

Retinoik asit Sigma-Aldrich®

Memantin

BLA (EP18207733)

Sitoklazin-B Chem cruz®(ABD)

Tripan Blue Thermo Fisher Scientific® (ABD)
AP Site Kit Sigma-Aldrich®

PBS Sigma-Aldrich®

Tripan Blue Sigma-Aldrich®
Dimetilstilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich®
Tripsin/EDTA Sigma-Aldrich®

Etanol Sigma-Aldrich®

Hoechst 33258 Sigma-Aldrich®

Folik Asit Sigma-Aldrich®

DMAP Sigma-Aldrich®

EDC Sigma-Aldrich®
N,N,dimetilasetamid Chem cruz®

Hidrojen peroksit Sigma-Aldrich®
Gluteraldehit Sigma-Aldrich®
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3.1.2. Cihazlar

Tez calismast boyunca kullanilin tiim cihazlara ait marka ve model bilgileri

Cizelge 3.2 olarak asagida verilmistir.

Cizelge 3.2 Arastirmada kullanilan cihaz listesi

Cihazin Ad1 Modeli

Spektrofotometre Biotek EPOCH

Biyogiivenlik Kabini ESCO NordicSafe™

CO’li Hiicre Kiiltiirii Inkiibatérii ESCO Celculture

Santrifiij Hettich Zentrifugen Universal 320R
Invert Mikroskop Leica DFC450C Model: CH-9435
Vorteks Wisd Wisemix VM-10

Ultra Saf Su Cihazi Millipore, Q-3W

Masaiistii pH Metre Adwa, AD1000

Dijital Mikrobiyolojik Emniyet Kabini

Sogutmali Santrifiij
Isitici-sogutucu Kuru Blok
Derin dondurucu — 86, Biiylik Boy
Su Banyosu

+4 Sogutucu

-20 Sogutucu

Otoklav

Analitik Terazi (0,0001)
Isitilict Manyetik Karistiricl
Taramal1 Elektron Mikroskobu
Enerji Dagilim Spektroskopi
Frouier Kiz1l6tesi Doniisiim
Zetaseizer

UV-vis spektrofotometre

ESCO, AC2-4E8M
Hettich, Universal 320R
Bioer, ch 202

Esco, uus-439b

ESCO

J.P. Selecta

J.P. Selecta

JSR, JSAC-60
Shimadzu ATX 224
Daihan, shr

Quanta FEG 250
Quanta FEG 250
Vertex 70v

Malvern Zetasizer Nano Series
Biotek EPOCH

3.2. Yontem

3.2.1. hBN-FA nano konjugatlarimin hazirlanmasi

hBN nanopartikiilleri kimyasal buhar biriktirme yontemiyle hazirlanacaktir.
Esterlesme reaksiyonuyla FA hBN nanopartikiillerinin ylizeyine kovalent olarak
baglanmistir. 10 mg hBN nanopartikiilleri 10 mL H20. ile 1 saat sonik su banyosunda
muamele edildi, ardindan 70°C'de gece boyu karistirilmistir. Boylece hBN yiizeyine
hidroksil gruplar1 eklendi. Olusturulan hBN-OH molekiilleri 9.000 rpm’de 10 dakika

santrifiij edilerek ortamdan alinmistir. Hava ile kurutulan hBN-OH yapilar1 sonraki adim
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icin kullanilincaya kadar saklanmistir. 10 mg FA, 10 mg N-(3-dimethylaminopropyl)-n’-
ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) ve 6.7mg 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP)
ayn1 anda 20ml N,N-dimetilasetamid (% 99,8) i¢inde siispanse edildikten sonra 30 dakika
boyunca karistirilmistir. Karisima 10 mg kurutulmus hBN-OH eklenip gece boyunca
karigtirilmistir. Reaksiyon sonunda olusmast beklenen hBN-FA nano konjugatlari
karakterizasyon analizlerinde kullanilmak tizere 9.000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilerek ortamdan toplanmistir. hBN-FA nano yapilar1 sonraki analizlerde kullanilmak

tizere PBS i¢inde siispanse edilmistir.

3.2.2. Karakterizasyon

Haizrlanan hBN-FA nano konjugatlarinin morfolojik ve elemental analizleri
taramali elektron mikroskobu (SEM) ile gerceklestirilmistir. hBN yiizeyine tutturulan
FA’nin dogrulamasi i¢in hem hBN hem de hBN-FA igin Fourier doniisiimii kizil6tesi
(FTIR) spektrumu alinmistir. Boylece hBN nanopartikiillerinin FA ile gergeklestirdigi
etkilesimler (B-N, B-N-B, C=0 baglarina ait titresim frekanslari) belirlenmistir. Zeta
potansiyel analizi partikiil biiytikligii ve partikiil polidagilim indeksini (PDI) belirlemek
icin bir Zetaseizer kullanilarak gergeklestirilmistir. Ultraviyole goriiniir sogurma (UV-
vis) spektrumlart hBN, hBN-FA ve FA i¢in degerlendirilmistir.

3.2.3. In vitro toksisite calismasi

Saghikh Insan Dermal Fibroblast (HDFa) Hiicre Kiiltiirii

hBN-FA tastyict sistemin toksisite analizleri igin saglikli insan dermal fibroblast
hiicreleri (HDFa) kullanilmigtir. Bu amagla -80°C’de tutulan, DMSO ile daha 6nceden
hazirlanmis stok hiicreler almarak hiicreler %10 fetal bovin serum (FBS, Sigma® ABD)
biiyiime faktorii ile desteklenmis ve %1 penisilin/streptomisin  (Thermo Fisher
Scientific®, ABD) iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) besiyerlerinde
T-25 flask i¢inde gelistirildi. Her ti¢ giinde bir hiicrelerin besiyeri tazelenmistir. T-25
kiiltiir kaplarinda yeterli biiyiimeye ulasincaya kadar (%50 konfluensi) %5 CO: iceren ile
37 °C sicakliktaki kiiltlir inkiibatoriinde tutulmustur. Siire sonunda eski besiyeri

uzaklastirilmig, PBS ile hiicreler iki kez yikanmistir. Ardindan 3 mL tripsin-EDTA
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eklenen kiiltiir kaplar1 5 dk boyunca %5 CO; iceren ile 37 "C’de bekletilmistir. Tripsin-
EDTA aktivitesini durdurmak amaciyla 6 mL taze DMEM besiyeri eklenmistir. Hiicre
siispansiyonu nazik¢e 15 mL’lik tiipe alinmustir. Ardindan hiicrelerin ¢oktiiriilerek
ortamdan alinmasi amaciyla tiip 3.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra
stipernatant atilmis ve hiicre peleti taze DMEM besiyeri ile nazik¢e birkag kez pipetaj
yapilarak ¢oziilmiistiir. Hiicre siispansiyonunun 25 pL’si 1:1 oraninda tripan mavisi ile
karistirtlmis ve canli hiicrelerin sayisinin belirlenmesi amaciyla boyanmistir. Daha sonra
canli ve Oli hiicreler bir Thoma lami kullanilarak 1s1k mikroskobu altinda 100X

biiylitmede sayilmistir.

MTT analizi

HDFa hiicreleri %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin ile hazirlanan taze DMEM
besiyeri iceren 96 oyuklu kiiltiir plakalarinda her oyuga 10 hiicre gelecek sekilde
ekilmistir. 24 saat boyunca hiicrelerin gelismesi i¢in %5 CO2 ve 37 “C sartlarmi saglayan
kiiltiir inkiibatoriinde bekletilmistir. Stire sonunda hBN ve hBN-FA nano konjugatlarinin
degisen konsantrasyonlar1 (1,95 pg/mL, 3,9 pg/mL, 7,8 pg/mL, 15,625 pg/mL, 31,25
pg/mL, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL, 500 pg/mL) {i¢ tekrarli olarak oyuklara eklenmistir.
Calismada negatif kontrol grubu olarak hi¢bir kimyasal eklenmeyen canli HDFa hiicreleri
kullanilmigtir. Pozitif kontrol grubu ise TritonX-100 ile muamele edilen hiicrelerden
olusturulmustur. 24 saatlik inkiibasyondan sonra, eski besiyeri uzaklastirmis ve kiiltiir
plakasi PBS ile yikanmigtir. Her bir oyuga 10 uL MTT reaktifi eklenerek plaka 3 saat
inkiibe edilmistir. Siire sonunda bir mikroplaka okuyucu ile 590 nm’de absorbanslar

kaydedilerek, doza bagli canlilig1 gosteren grafik asagidaki formiil yardimiyla ¢izilmistir.

0 — Negatif kontrol Absorbansi— Ornegin Absorbanst
A) Canhhk Negatif Kontrol Absorbansi— Pozitif Kontrol Absorbanst X 100 (31)
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3.2.4. hBN-FA yapilarina BLA ve memantin ilaglarmin yiiklenmesi ve ila¢ yiikleme

ve salimim potansiyellerinin degerlendirilmesi

BLA ve memantin i¢in standart grafik olusturulmasi i¢in her iki ilacin 200-800
nm araliginda maksimum tepe noktas1 degeri arastirilmustir. Ila¢ yiikleme ve salmim
etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla BLA ve MEM ila¢larinin 0-100 pg/mL araliginda
degisen konsantrasyonuna sahip stok ¢dzeltileri hazirlanmustir. ilaglarin maksimum tepe
noktast verdigi dalga boyunda absorbanslari kaydedilmistir. Absorbansa bagl
konsantrasyonunu gdsteren dogrusal grafik elde edilmis ve denklemler yardimiyla ilag

yiikleme ve zamana bagli ilag salinim etkinligi degerlendirilmistir.

Tlac yiikleme

2 mL hBN ve hBN-FA kompleksleri (PBS igerisinde 0,5mg / mL olacak sekilde
hazirlanmis) konsantrasyonu 1mg/mL olarak hazirlanan memantin ve BLA nin 100 pL
¢ozeltisi ile karistirlmigtir. Ardindan karisim oda sicakliginda 24 saat boyunca karanlikta
calkalanmigtir. Yiiklenmeden geriye kalan ilaglar santrifiijle uzaklastirilmistir.
Siipernatanta ait absorbans degerleri alinarak yiiklenmeden geriye kalan ilag miktari

standart grafikler yardimiyla hesaplanmistir.

Tla¢ salimmm

[lag salinim testi ig¢in, 1 mg hBN+MEM/BLA ve hBN-FA+BLA/MEM
kompleksleri 2 mL PBS iginde (son pH 7.4 ve 5.0 pH degerlerinde olacak) siispanse
edilecek ve oda sicakliginda karigtirllmistir. Belirli zaman araliklarinda (1h-2h-4h-8h-
12h-24h) ortamdan 0,5 mL PBS alinip ve ayni hacimde taze PBS siispansiyona
eklenmistir. Ortama salinan ila¢ konsantrasyonu spektrofotometrik 6l¢iim ile

hesaplanmustir.
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3.2.5. Ila¢ yiiklii nano tasiyicr sistemin in vitro Alzheimer hastalik modelinde

etkinliginin degerlendirilmesi

SHSY-5Y hiicre hattiyla in vitro Alzheimer modelinin olusturulmasi

SHSY-5Y noroblastoma hiicre hatlar1 retinoik asit (RA) kullanilarak ndron
benzeri yapilara donistiiriilmekte ve in vitro Alzheimer hastaligi g¢aligmalarinda
kullanilabilmektedir. %10 FBS ile desteklenmis DMEM: F12 besiyeri ortaminda kiiltiire
alinarak ¢ogaltilan SHSY-5Y hiicrelerine 10 pM RA igeren taze besiyerinden eklenerek
hiicre farklilastirma ¢alismasi baslatilmistir. 3.gliniin ardindan kiiltiirler PBS ile 3 kez
yikanmistir ve DMEM: F12 igerisinde inkiibe edilmeye devam edilmistir. Hiicrelerin
olgun noéron benzeri hiicrelere farklilasmasi morfolojik incelemeler ve akis sitometri
sistemi kullanilarak hiicre dongiisii analiziyle belirlenmistir. Doniisiimii tamamlanan
hiicreler AP-42) toksik peptidinin 1Cso dozu ile muamele edilerek in vitro AH modeli

olusturulmustur.

flac formiilasyonlarmmn in vitro Alzheimer modeli iizerindeki toksisitesinin

belirlenmesi

Hiicresel farklilagmasi tamamlanmis ve ICsp konsantrasyonunda AB(1-42) eklenmis
hiicre kiilttirlerine 3 tekrar halinde 0-500 pg/ml konsantrasyon araliginda (8,62 pg/ml,
16,13 pg/ml, 31,25 pg/ml, 62,5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 ug/ml, 500 pg/ml) hazirlanmig
nano ilag formiilasyonlar1 uygulanmistir. Negatif Kontrol olarak doénistiriilmiis hiicre
kiiltiirleri ve pozitif kontrol olarak sadece PB-amiloid uygulanmig hiicre kiiltiirleri
sentezlenen molekiiller eklenmeden kullanilmigtir. Olusturulan in vitro AH modelinde

canlilik oranlart MTT ve LDH sitotoksisite testleriyle analiz edilmistir.

MTT analizi

24 saat stire ile ICso konsantrasyonunda AP (1-42) eklenmis ve belirli konsantrasyon
araligindaki nano ila¢ formiilasyonu ile muamele edilmis SHSY-5Y hiicre kiiltiirleri
sitotoksisitenin belirlenebilmesi amaciyla MTT testine tabi tutulmustur. Bu amagla eski

besiyeri uzaklastirilan ve birkag¢ kez 3-4 mL PBS ile yikanan kuyulara 10 ul MTT reaktifi
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eklenmis kiiltlir plakalar1 3 saat siire ile 37 °C’de %5 COz2 igeren kiiltiir inkiibatdriinde
tutulmustur. Siire sonunda olusan formazan kristalleri kuyulara 100 ul DMSO eklenerek
¢Ozdiiriilmiistiir. Plakanin 590 nm’de spektrofotometre yardimiyla absorbanslari

kaydedilerek hiicre canliligi belirlenmistir.

LDH Salinim Testi

24 saat siire ile ICsp konsantrasyonunda Af1-42) eklenmis ve belirli konsantrasyon
araligindaki nano ila¢ formiilasyonu ile muamele edilmis SHSY-5Y hiicre kiiltiirleri
sitotoksisitenin belirlenebilmesi amaciyla LDH testiyle analiz edilmistir. Siire sonunda
kiiltiir besiyerinden 90 pl alinarak yeni bir hiicre kiiltiir plakasina aktarilmistir. Kuyulara
10 pl LDH reaktifi eklenen kiiltiir plakast 30 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 450
nm dalga boyunda spektrofotometre kullanilarak absorbans degerleri 6l¢iilmiis ve %

canlilik oranlar1 hesaplanmustir.

Asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi

24 saat siire ile ICso konsantrasyonunda A (1-42) eklenmis ve belirli konsantrasyon
araligindaki nano ila¢ formiilasyonu ile muamele edilmis SHSY-5Y hiicre kiiltiirleri
Asetil Kolinesteraz Test Kiti (Abcam®. Cambridge, MA, ABD) kit prosediirii
kullanilarak asetilkolinesteraz aktivitesi tayin edilmistir. Bu amagla kiiltiir plakalar1 100
ml liziz tamponu ile 15 dk muamele edilmistir. Ardindan kiiltiir siipernatanti asetilkolin
reaktifinin 50 ul’si ile 30 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan 410 nm’de

absorbans degerleri kaydedilerek enzim aktivitesi degerlendirilmistir.

Akis sitometri analizi

Akis sitometri analizi i¢in doniisiimii saglanan SHSY-5Y hiicreleri 6 kuyulu
kiiltiir plakalarinda 5 x10° olacak sekilde ekilecek ve 24 saat siire ile kiiltiire edilmistir.
Daha sonra, ilag¢ yiiklii nanopartikiiller 25 pg/mL ilag konsantrasyonuyla eklenerek ve
kiiltiirler 24 h inkiibe edilmistir. Siire sonunda eski besiyeri uzaklastirilmis ve hiicreler iki
kez soguk PBS ile yikanarak 100 pL tripsin-EDTA ile yiizeyden kaldirilmistir. Ardindan

0,5 mL 1X baglama tamponu igerisinde yeniden siispanse edilmistir. 5 uL Annexin V-
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FITC ve 5 puL propidyum iyodiir eklenerek inkiibe edilmistir. Hiicreler akis sitometrisi
cihazindan (CyFlow® Cube 6, Almanya) gecirilerek analiz edilmistir. Herhangi bir islem

uygulanmamus hiicreler negatif kontrol olarak kullanilir.
Mikrogekirdek analizi

Noron benzeri hiicrelere farklilagtirilmis SHSY-5Y hiicreleri DMEM temel
besiyerinde konfluensiye ulasincaya kadar gelistirilmistir. in vitro Alzheimer hastalig
modeli olusturulan ve hazirlanan ilag konjugatlari ile 24 saat siireyle muamele edilen
hiicrelerin ¢ekirdeklerinde mutasyonlarin saptanmasi amaciyla Hoechst 33258 (Sigma-
Aldrich®) floresan boyama teknigi kullanilmistir. Bu amagla 24 saat siire ile 25 pg/mL
nano ila¢ formiilasyonu ile muamele edilmis SHSY-5Y hiicre kuyularindan eski besiyeri
uzaklastirilmis ardindan birkag kez PBS ile nazikge yikama yapilmstir. % 4 glutaraldehit
ile 4 °C'de 30 dk muamele edilerek kuyulara fikse edilerek hiicreler bu basamaktan sonra
PBS ile tekrar yikanmistir. Son olarak 1 uM Hoechst 33258 floresan boyasindan kuyulara
eklenmis ve boya ile 5 dk karanlikta gergeklestirilen inkiibasyonun ardindan hiicreler
floresan mikroskobu (Leica® DM IL LED) ile analiz edilmistir. Her grup i¢in 1.000 hiicre

analiz edilmis ve fotograflar kaydedilmistir.
Toplam antioksidan kapasitesinin (TAK) belirlenmesi

Rel Assay Diagnostics® firmasindan ticari olarak elde edilen TAS (Total
Antioxidant Status) kitleri kullanilmistir (Erel 2004). 30 pl kiiltiir siipernatant1 igeren
kuyucuklara 500 pl Reaktif 1 soliisyonundan eklenerek 660 nm'de ilk absorbans
okutulmustur. Daha sonra ayni kuyucuklara 75 pl Reaktif 2 eklenerek 10 dk oda
sicakliginda bekletilmistir. Siire sonunda 660 nm'de ikinci absorbans degeri okunur. Elde
edilen absorbans degerleri asagidaki formiilde uygun sekilde yerlerine konularak mmol

Trolox Equiv./L cinsinden TAK diizeyleri tespit edilmistir.

TAK (mmol Trolox ECIUiV./L): AStandart 1'in degeri—AOrnegin degeri % 20 (32)

AStandart 1'in degeri—AStandart 2/min degeri
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Toplam oksidant durumu (TOD) tayini

Rel Assay Diagnostics® firmasindan ticari olarak elde edilen TOS (Total Oxidant
Status) kitleri kullanilmistir (Erel 2004; Erel 2005). 75 ul plazma 6rneginin bulundugu
kuyucuklara 500 ul Reaktif 1 soliisyonundan ilave edilecek 530 nm’de ilk absorbansi
kaydedilmistir. Daha sonra ayn1 kiivete 25 pl Reaktif 2 soliisyonundan eklenerek oda
sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir. Ardindan 530 nm’de ikinci kez absorbansi
kaydedilmistir. Elde edilen absorbans degerleri ve asagidaki formiil kullanilarak mmol

TOD diizeyleri Trolox Equiv./L cinsinden tespit edilmistir.

AOrnegin degeri

TOD (umol H202 Equiv./L) =

x AStandart 2'nin degeri (3.3)

AStandart 2’in degeri

3.3. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistik Analizler

Analizler One-way Annova islemi le gergeklestirilecektir. Caligmalar Dunnet
(kontrole kars1) ve Tukey ¢oklu kiyaslama analizleriyle ile karsilatirilmistir. Anlamlilik
diizeyi %5 olarak belirlenmistir (p <0,05). Hesaplamalar, GraphPad Prism versiyon 7,0

programi kullanilarak yapilmistir.

54



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. hBN-FA Nano Konjugatlarimin Hazirlanmasi ve Karakterizasyon

hBN yiizeyine FA molekiilleri esterifikasyonu reaksiyonu ile tutturulmustur. H20>
ile muamele edilerek hBN yiizeyine asilanan -OH grubu ile hBN-OH olusturulmustur.
Esterifikasyon reaksiyonu hBN-OH yapisindaki -OH ile FA molekiillerinin sahip oldugu
-COOH grubu arasinda gergeklestirildi (Ciofani et al. 2012). Olusturulan hBN-FA nano
konjugatinin ve hBN nanopartikiillerinin karakterizasyon c¢alismalart SEM-EDX,

Zetaseizer, FTIR, UV-vis spektrum analizleri kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

Haizrlanan tagima sisteminin yiizey morfolojisi ve elemental analizi SEM-EDX
goriintiileme ile belirlenmistir. Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilen SEM goriintiileri hBN-
FA nano konjugatinin tek tip morfolojiye sahip olmadigin1 ve ortalama partikiil
boyutunun 200-250 nm arasinda degistigini ortaya koymustur. Cizelge 4.1 ve Cizelge
4.2°de gosterilen EDX analizi ile hBN partikiillerinde bulunmayan ancak hBN-FA nano
konjugatinda FA’nin varligin1 dogrulayan karbon ve oksijen atomlarinin atomik kiitle
ylizdeleri sirasiyla 9,88 ve 8,60 olarak degerlendirilmis dahas1 Sekil 4.3 ve Sekil 4.4
olarak ozetlenen EDX spektrumlari hBN yiizeyine tutturulan FA’nin varligi dogrular
niteliktedir.

Nanopartikiil temeli ilag tasima sistemleri ilaglarin biyolojik dagilim ve
farmakokinetik ~ 6zelliklerini  degistirebilme  yetenegine sahiptir. Bu nedenle
nanopartikiillerin boyutu ve yiizey Ozellikleri terapotik uygulamalarda Onemlidir.
Ozellikle ndrodejeneratif hastaliklarn tedavisini hedefleyen arastirmalarda aday ilac ya
da ilag sistemlerinin kan beyin bariyeri (KBB) sinirlamasinin asabilme kabiliyeti 6nem
arz etmektedir. Ilag ya da ilag sistemleri ancak 1-1.000 nm boyuta sahip oldugu durumda
KBB’yi endositoz ya da transsitoz yoluyla asabilme potansiyeli sergileyebilecegi yapilan
in vitro ve in vivo ¢alismalar ile rapor edilmistir (Lu et al. 2014). Mevcut tez ¢alismasinda
tasarlanan hBN-FA temelli ilag tasima sisteminin 200-250 nm ortalama partikiil boyutu
bu baglamda tasinan ilaglarin KBB’y1 gecebilme potansiyeline sahip oldugunu dogrular

niteliktedir.
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fﬁf 7/1/2020 det HV mode mag D pressure | spot | WD
® | 11:48:09AM | GSED | 15.00 kv 60000x | 90Pa |35 2mm ETU YUTAM

Sekil 4.1. hBN nanopartikiillerine ait SEM goriintiileme sonucu
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7200 | det | W | mode | mag [] -preesure -5,:@:':- WD E‘:‘x’:f}__ —line
12:24:05PM | GSED | 10.00kV | SE |40000x | 80Pa | 4.5 | 7.7 mm "'7(,.1,_}\‘}.? ETU-YUTAM

Sekil 4.2. hBN-FA nanopartikiillerine ait SEM goriintiilleme sonucu

Dahast literatiir aragtirmalarinda hBN-FA temelli tasima sistemi ile herhangi bir
ilacin Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in hedeflendirildigi bir rapora rastlanmamustir. Ilk
defa mevcut tez calismasi kapsaminda hBN-FA temelli ilag tasima sistemi AH’nin

tedavisine icin BLA ve MEM ilaglari ile dizayn edilmistir.
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Sekil 4.3. hBN’ye ait EDX analizi sonucu

Cizelge 4.1. hBN’ye ait elemental igerigi gosteren EDX analizi

Element Agirhik (%) Atomik (%)
B K 48,13 54,60
N K 51,87 45,40
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N Y.
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Sekil 4.4. hBN-FA’ya ait EDX analizi sonucu

Cizelge 4.2. hBN’ye ait elemental icerigi gosteren EDX analizi

Element Agirhik (%) Atomik (%)
B K 43,17 49,35
CK 9,88 10,17
N K 38,35 33,84
OK 8,60 6,64
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Ultraviyole goriiniir bolge spektrum analizi hBN, FA ve hBN-FA i¢in 290 nm’de
gerceklestirilmistir. Burada FA’ ya ait maksimum tepe noktasi degeri dikkate alinarak her
ornek i¢in 290 nm’de verilen absorbans degerleri arastirilmistir (Zhang et al. 2016a). hBN
ornekleri 290 nm’de herhangi bir tepe noktasi géstermezken; saf FA ve hBN-FA 6rnekleri
bu noktada bir tepe degerine sahiptir. Sekil 4.5°de gosterilen UV-vis spektrum analizi de

hBN yiizeyine tutturulan FA’y1 dogrulamistir.
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Sekil 4.5. hBN, FA ve hBN-FA’nin 290 nm’de UV-vis spektrofotometre sonucu

Mevcut calismalar bor temelli nanopartikiillere folik asitin esterifikasyon
reaksiyonu ile tutturuldugunu rapor etmektedir. Nitekim bor nitriir nano kiirelerine FA
tutturulan bir arastirmada hazirlanan tasima sistemine klasik anti kanser ilaglarindan olan
doksorubisin yiiklenmis ve tagima sisteminin anti kanser etkinligi degerlendirilmistir. 290
nm’de arastirilan tepe noktalar1 calismamiza benzer bir UV-vis spektrum grafigi ortaya

koymustur (Zhang et al. 2016b).

Zeta potansiyel analizi pargaciklarin yiizey yiikiinii 6l¢cmektedir. Zeta potansiyeli

artttkca pargacigin yiizey yiikii artmaktadir. Bu durum parcaciklarin birbirlerine
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uyguladig1 itme giiciinii degistirecegi igin partikiil stabilitesini etkilemektedir.
Partikiillerin arasindaki itici gli¢lerin artmasiyla daha diizgiin bir boyut dagilimi

saglanabilir (Hans and Lowman 2002).

Calismada FA konjugasyonunun partikiil enerjisi ve polidagilim indeksi tizerinde
neden oldugu degisiklik Zetaseizer analizi ile arastirildi. hBN nanopartikiillerinin yilizey
enerjisi -10,8 mV ve polidagilim indeksi 0,368 olarak hesaplanirken bu degerler h(BN-FA
ornekleri igin sirasiyla -17,8 mV ve 0,584 olarak kaydedildi. hBN yiizeyine FA’nin
konjugasyonu partikiil enerjisini kararli aralikta tutu ve dikkate deger oranda
degistirmedi. Ayrica PDI degeri de 6zellikle norodejenerasyon arastirmalari i¢in istenen
araliktaydi. Cizelge 4.3’de hem hBN hem de hBN-FA nano konjugati i¢in gergeklestirilen

analize ait tiim sonuglar verildi.

Cizelge 4.3. hBN ve hBN-FA’ ya ait Zetaseizer sonucu

Polidagihm Indeksi Zeta potansiyeli
(PDI) (mV)
hBN 0,368 -10,8
hBN-FA 0,584 -17,8

Molekiiller —aras1  etkilesimlerin  arastirildign ~ FTIR  analizinde hBN
nanopargaciklarinin B-N-B titresimi 772 cm™ iken, B-N'nin gerilme titresimi 1.440 cm™
bandindaydi. hBN-FA 6rneklerindeki FA’nin varligi dogrulayan C=0O amid bag: frekansi
1.707 cm™'de kaydedildi. Daha 6nceki bir arastirma raporunda B-N-B ve C=0 titresim
frekans1 sirasiyla 780 cm™ ve 1.700 cm? seklinde bildirilmistir (Zhang et al. 2016a;
Vinothini et al. 2019). Analize ait sonug asagida Sekil 4.6’da verildi.
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Sekil 4.6. hBN ve hBN-FA’ ya ait FTIR sonucu

4.2. In vitro Toksisite Calismasi

Nanopartikiillerin tibbi uygulamalarda kullanilmasi i¢in aranan énemli bir Kriter
canli dokular tizerindeki toksisitesidir. Partikiillerin kimyasal islemlerle modifikasyonlari
onlar1 bir¢ok alanda avantajli kildigin1 gosteren sayisiz ¢aligma mevcuttur (Xiao et al.
2015). hBN nanopartikiillerinin diisiik toksisitesini raporlayan birgok ¢alisma mevcut olsa
da partikiil ylizeyine FA asilamasinin HDF hiicrelerinde neden olabilecegi toksisiteye ait

veriler mevcut degildir.

Mlaglarin ya da aday molekiillerin canli dokularda nasil tepkime verecegine iliskin
yapilan c¢alismalarin basinda sitotoksisite testleri gelmektedir. Sitotoksisite test
yontemlerindeki ilerlemeler ile hiicre hasarlar1 ya da morfolojik degisiklikler saptanabilir
ya da hiicre oOliimleri belirlenebilmektedir. Hiicreler sitotoksik maddelere maruz

kaldiklarinda doza ve maruziyet siiresine bagli olarak apoptoz, nekroz veya otofaji
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yoluyla 6lebilirler. Bu testler toksik etkisi bilinmeyen ya da ila¢ adaylar1 hakkinda temel
bilgiler sunarak hayvan deneyleri ve klinik ¢aligmalar igin ipuglari sunar. Sitotoksisiteyi
belirleyen sayisiz in vitro test teknigi bulunmakla beraber en yaygin ve kolay hiicre
canliligi ve proliferasyon yontemi kolorimetrik bir test teknigi olan MTT 3-(4,5-
dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir) analizidir. Proliferasyona ugrayan
hiicreler dehidrojenaz enzimleri ile MTT reaktifini mor renkli suda ¢dziinmeyen
formazan kristali formuna doniistiirtirler ve spektrofotometrik 6l¢tim ile hiicrelerdeki

canlilik tespit edilebilir (Mosmann 1983).

Tez caligmasinda hazirlanan tastyict sistemin toksikolojik 6zelliklerinin
arastirilmast amaciyla hBN ve hBN-FA ’nin belirli konsantrasyonu (1,95pg/mL,
3.9ug/mL, 7,8ug/mL, 15,625ug/mL, 31,25pug/mL, 62,5ng/mL, 125ug/mL, 500pg/mL)
ile 24 saat muamele edilen HDF hiicre kiiltiirlerinde MTT analizi gerceklestirildi.
Ozellikle hBN’nin 62,5 pg/mL ve iizerindeki konsantrasyonu negatif kontrol grubuna
kiyasla énemli bir sitotoksisite gosterdi. Ote yandan hBN-FA’nin sitotoksisitesi ise 250
pg/mL uygulama konsantrasyonunda dikkate deger seviyedeydi. hBN ylizeyine FA
konjugasyonu HDF hiicre hattinda toksisiteyi 6nemli dl¢iide azaltti. MTT analizi ile elde
edilen in vitro sitotoksisite sonuglari hazirlanan hBN-FA tagima sisteminin ilag tasima
sistemi olarak kullanilabilirligini gostermektedir. Hiicre canlilik oranlar1 Sekil 4.7°de

verilmistir.
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Sekil 4.7. hBN ve hBN-FA'nin insan dermal fibroblast hiicreleri (HDFa) lizerinde 24 saat
boyunca in vitro sitotoksisitesini gosteren MTT analizi sonucu. Sembol (*),
negatif kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir farki temsil eder.

4.3. hBN-FA Tagsiyici Sistemine BLA ve MEM ila¢larinin Yiiklenmesi, Ila¢ Yiikleme

ve Salimim Potansiyellerinin Degerlendirilmesi

0,5 mg/mL konsantrasyonunda hBN ve hBN-FA nanoyapilarinin 0,5 mg/mL ve 1
mg/mL MEM/BLA ilaglarin1 yiikleme ve salim potansiyellerini UV-vis spektroskopisi
ile degerlendirildi. Bu amagla MEM ve BLA i¢in 200-800 nm goriiniir bolgede
maksimum zirvesini belirlendi. Tasima sisteminin ila¢ yiikleme ve salinim etkinliginin
hesaplanmas1 icin MEM ve BLA’nin farkli konsantrasyonlarini igeren ¢dozeltileri
kullanilarak standart egriler hazirlandi. Sekil 4.8 ve Sekil 4.9'de sunulan sonuglara gore,
BLA ve MEM i¢in 200-800 nm goriiniir bolgede tepe degerleri sirasiyla 300 ve 310
nm'dir. hBN nanopargaciklari tizerinde MEM ve BLA ilaglarinin 1:1 ve 1:2 olmak {izere
iki ylikleme deneyi gerceklestirilmistir. hBN nanopartikiilleri, MEM ilaci i¢in sirasiyla
1:1 ve 1:2 yiikleme oranlarinda %40,1 ve %84,3 ila¢ ylikleme kapasitesi gostermistir.
Nanoparcacik, BLA ilacini her iki karistirma oraninda da yiiklemedi. Ote yandan hBN-
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FA nano konjugati 1:1 ve 1:2 oranlarinda sirasiyla %97,5 ve %99,8 BLA ilaci
yiiklemistir. Cizelge 4.4’de verilen sonuglara gore, FA konjuge hBN nanopartikiilleri
ayrica 1:1 ve 1:2 MEM oranlart i¢in sirastyla %52,6 ve %95 olarak artan bir ilag ylikleme

kapasitesi sergiledi.
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Sekil 4.8. 200-800nm araliginda BLA'nin UV-vis spektrumu
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Sekil 4.9. 200-800nm araliginda MEM’in UV-vis spektrumu
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Ilaglarin nanopartikiil sistemleriyle kombine edilmesi hedefe &zel salinimin
yaninda ayn1 anda goriintiileme ve tedavi gibi birden farkli amag tagiyan ajanlarin tek bir
tagima sistemiyle iletimini saglar. Ancak tasima sistemlerinin birgogu diistik ilag ylikleme
kapasitesine sahiptir. Tagima sistemi olarak dizayn edilen birgok sistemin ilag yilikleme
kapasitesi %10 ile sinirhidir (Liu et al. 2020). Hazirlanan tagima sistemi BLA ve MEM
i¢in yiiksek ila¢ yiikleme kapasitesine sahipti. Ozellikle FA konjuge edilmeyen ciplak
haldeki hBN nanopartikiillerinin BLA’y1 her iki tagima sistemi:ilag oraninda da
yluklememesi yapidaki bor elementinden kaynaklanan benzer yiizey enerjisinden
kaynaklanabilecegini diisiindliirmektedir. Nitekim yiizeyine FA tutturulan hBN
orneklerinde her iki ila¢ yiikleme oraninda da olduk¢a iyi yiikleme kapasitesi

sergilemistir.

Cizelge 4.4. hBN ve hBN-FA’nin BLA ve MEM igin ilag yiikleme kapasiteleri

Formiilasyon Oran Ilac Yiikleme (%)
hBN + MEM 1:2 84,3
hBN + MEM 1:1 40,1
hBN-FA + MEM 1:2 95
hBN-FA+ MEM 11 52,6
hBN + BLA 1:2 -
hBN + BLA 1:1 -
hBN-FA+BLA 1:2 97,5
hBN-FA+BLA 1:1 99,8

MEM ve BLA yiiklii hBN-FA nano tastyicisi i¢in ilag salinim etkinligi pH:5.0 ve
pH:7.4 olmak iizere iki farkli pH degerine sahip olan PBS ortaminda gerceklestirildi.

Belirli zaman araliklarinda ortamdan 0,5 mL alinip yerine 0,5 mL taze PBS eklendi ve O-
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2-4-8-12-24 saat boyunca hBN-FA nano tasiyicisinin MEM ve BLA ilaglari igin zamana
bagli olarak diizenli bir ilag salim profili sergiledigi gozlendi. 24 saatlik gézlemler
sonucunda hBN-FA nano tasiyicisinin MEM ve BLA igin ilag salim yiizdesi sirasiyla
pH:5.0 i¢in %33 ve %30 iken; pH: 7.4°’de bu oranlar sirasiyla %44 ve %38 olarak
kaydedildi. Ila¢ salim etkinligini gosteren Sekil 4.10 asagida verilmistir.

—&— hBN-FA+BLA pH:5.0 —i— hBN-FA+BLA pH:7.4
hBN-FA+MEM pH:5.0 —a— hBN-FA+MEM pH:7.4
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Sekil 4.10. pH: 5.0 ve pH:7.4 PBS ortaminda hBN-FA nano tastyicisinin MEM ve BLA
i¢in ilag salim etkinligi.

hBN-FA tasima sistemine yiikli MEM ve BLA ilaglarinin salinimi pH ‘ya bagh
gerceklesmektedir. Tagima sistemi her iki ilag i¢in de 6zellikle nétr pH ortaminda daha
iyi salmim profili sergilemistir. hBN nanotiiplerine antikanser ilag yiiklemesini
amagclayan arastirmada hBN nanotiiplerinin anti kanser ilaglar1 i¢in 6zellikle diisiik pH’

da iyi salinim profili sergiledigi vurgulanmistir (Zhang et al. 2016a).
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4.4, Nag Yiikli Nano Tasiyia1 Sistemin In vitro Alzheimer Hastahk Modelinde

Etkinliginin Degerlendirilmesi

SHSY-5Y hiicre hatt1 ndérodejenerasyon, stres ya da psikolojik bozukluklarin
arastirildig1 calismalarda noronal hastalik modelleri olusturmak amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir (Sahin et al. 2021). Noronal farklilagmay1 tetiklemek amaciyla trans all
retinoik asit kullanim protokoliinii dneren sayisiz ¢alisma mevcuttur (Pahlman et al. 1984;

Arslan et al. 2020).

4.4.1. SHSY-5Y hiicre hattiyla in vitro Alzheimer hastalik modelinin olusturulmasi

11 glin siireyle 10 uM retinoik asit tedavisinin ardindan SHSY-5Y insan
noroblastoma hiicreleri basarili bir sekilde ndron benzeri hiicrelere farklilastirildi.
Farklilagma siireci tamamlanan hiicreler ters mikroskop kullanilarak incelendi. SHSY-5Y
hiicre govdelerinin kiibik-elipsiodik goriinlimlerinden daha ince ve uzun yapilara
dontstiigii gosteren Sekil 4.11 asagidadir. Dahasi, uzamis akson ve dendrit yapilarinin
olusumu ve hiicreler arasindaki etkilesimlerin goriiniir hale geldigi de kaydedildi. Akis
sitometrisi analizi ile retinoik asit tedavisinin ardindan hiicre dongiisiindeki degisimler
degerlendirildi. SHSY-5Y hiicreleri retinoik asit uygulanan hiicre grubunda S ve G2
fazindan G1 fazina gectigini gosteren sonuglar Cizelge 4.5°de 6zetlendi. Akis sitometrisi
analizi SHSY-5Yhiicrelerinin néronal hiicrelere benzer sekilde DNA sentezinin ardindan

interfaz evresine gegtigini dogruladi.
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Sekil 4.11. Retinoik asit uygulamasi ile SHSY-5Y hiicrelerinin ndéron benzeri hiicrelere
farklilagtirilmasi A. Retinoik asit uygulamasi yapilmayan SHSY-5Y hiicreleri
B. 11 giin siireyle 10 uM trans retinoik asit uygulanan SHSY-5Y hiicreleri.

Cizelge 4.5. Olgun noron hiicre kiiltiiriine farklilagtirilmis SHSY-5Y hiicrelerinin akis
sitometrisi analizi ile belirlenen hiicre dongiisii.

Hiicre popiilasyonu (%)

Grup Gl G2 S G2/G1
Kontrol 34,49+1,72 16,22+0,81 46,27+1,31 3,02+0,15
RA ile tedavi 70,96+3,54" 9,83+0,61" 15,79+0,78°  3,42+0,18"
edilen SHSY-5Y
hiicreleri

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. Sembol (*), kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farki (P<0.01) temsil eder.

Farmakolojik ¢aligmalarda maksimum yar1 inhibisyon konsantrasyonu genellikle
ilaglarin ya da muhtemel ila¢ molekiillerinin etkisini arastirmak amactyla kullanilir.
Yapilan bir aragtirma AP (1-42)’nin ICso degerinin retinoik asit ile doniistiiriilmiis SHSY-
5Y hiicreleri igin 24 saatlik uygulama periyodunda %51,8 canlilik sergileyen 20 pM
oldugunu rapor etmistir (Turkez et al. 2021). Bu tez ¢akismasinda in vitro AH modeli

olusturmak i¢in 20 uM AP (1-42) kullanilmustir.
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4.4.2. Mag yiiklii tastyic1 sistemin olgun néron hiicresine farklilastirilmis SHSY-5Y

hiicre kiltiiriinde toksisitesinin belirlenmesi

hBN-FA+MEM ve hBN-FA+BLA ilag sisteminin olgun néron benzeri hiicrelere
farklilagtirllan SHS-5Y hiicre kiiltiiri tizerindeki toksisitesi 0-500 pg/mL araligindaki
belirli konsantrasyonlar1 uygulanarak arastirilmistir. 24 saatlik inkiibasyonu periyodunun
ardindan MTT canlilik analiziyle degerlendirilen sonuglar hem hBN-FA+MEM hem de
hBN-FA+BLA igin 500, 250 ve 100 ug/mL konsantrasyonlarinin farklilagtirilmis SHSY -
5Y hiicre kiiltiiriinde belirgin bir toksisiteye neden oldugunu gostermistir. Ancak Sekil
4.12°’de belirtildigi gibi her iki ilag grubunun ozellikle 50 pg/mL ve altindaki
konsantrasyonu ile muamele edilen gruplarda dikkate deger bir sitotoksisite
gbzlenmemistir. Tez calismasi kapsaminda elde edilen verileri dogrulayan arastirma
raporlart 100 pM MEM konsantrasyonunun insan periferik kan hiicre kiiltiirii ve N2a
hiicre kiiltiiriinde bildirmektedir toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Laserra et
al. 2015).

B hBN-FA+BLA @ hBN-FA+MEM
120 -

100 -
80 A

60 A

Hiicre canliig: (%)

40 o

20 A

500 250 100 50 10 5 1 NC PC
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.12. MTT tahlili kullanilarak 24 saat boyunca farklilastirilmis SHSY-5Y hiicre
hatlarinda hBN-FA+BLA ve hBN-FA+MEM’ in (0-500 pg/mL)
sitotoksisitesi.

70



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Farklilagtirilmis SHSY-5Y  hiicre kiiltiiriinde sitotoksisite arastirmalarinin
ardindan 20 uM AP (1-42) uygulanarak olusturulan in vitro Alzheimer hastaligi modelinde
hBN, hBN-FA, hBN-FA+MEM ve hBN-FA+BLA i¢in 50 pg/mL ve 25 pg/mL
konsantrasyonlarinin neden oldugu sitotoksisite ve genotoksisite degerlendirilmistir.
hBN-FA’nin 50 pg/mL ve 25 pg/mL konsantrasyonlari uygulanan gruplarda yalnizca 20
UM AP@-42) uygulanan gruplara kiyasla hiicre canlilik orani dikkat cekici diizeyde
yuksekti. MEM yiiklii ilag tasiyici sistemin her iki dozunda da hiicre canliligr ilag
yuklememis tagiyici sistemin gosterdigi canlilik oranindan daha yiiksekti. Sekil 4.13°de
gosterilen sonuglara gore hBN-FA+BLA’nin 50 pg/mL ve 25 pg/mL uygulandigi grupta

hiicre canlilik oran1 en yiiksekti ve bu degerler sirasiyla %85 ve %88 olarak hesaplandi.

120 1 BMTT
* *
LDH
100 |
* %
* * |
* * | b *
*
80 - x | | T
S . |
N’
5
S 60 -
)
5]
1%
(5]
=
=
40 -
20 4
0 .
& © o 2 $ © & & &
& & & § &@ &
< © R S 0,3;"’
2
Gruplar

Sekil 4.13. 24 saat boyunca deneysel AH modelinde hiicre canliligi testleri (MTT ve
LDH tahlilleri) hBN-FA, hBN-FA+BLA, hBN-FA+MEM ve B-amiloid (50
ug/mL ve 25 pg/mL). Sembol (¥), onemli diizeyde artan hiicre canliligimni
temsil eder.
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Son yillarda yeni bor temelli bilesiklerin sentezi arastirma gruplarinin yogun
ilgisini ¢ekmektedir. Alzheimer hastaliginin tedavisine yonelik sentezlenen BLA ile
yapilan arastirmalar BLA’nin 25-100 uM ile tedavi edilen SHSY-5Y hiicre kiiltiiriinde
canliligin %63-71 araliginda oldugunu raporlamistir (Cacciatore et al. 2021). hBN-FA
tasima sistemine yiiksek verimle yliklenen BLA’nin ise hiicre canliligini daha fazla
destekledigi mevcut calisma kapsaminda ortaya konmustur. Bu sonuglar hazirlanan
tagima sisteminin daha ytiksek ila¢ yiikleme kapasitesine ve daha iyilestirilmis néron

koruyucu etkinlige sahip olabilecegini kanitlar niteliktedir.

4.4.3. Asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesinin belirlenmesi

Asetilkolinesteraz enzim aktivitesi AH’nin tedavisi icin ilag gelistirme
calismalarinda kullanilan en 6nemli degerlendirme parametrelerinden biridir. Calismada
MEM ve BLA yiiklenmis ilag tastyici sistemlerin 20 pM Ap1-42) ile indiiklenen deneysel
AH modelinde AchE aktivitesi lizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Deneysel AH
modelinde 25 pg/mL hBN-FA+MEM ve hBN-FA+BLA ile 24 saat boyunca inkiibe
edilen hiicrelerde AChE aktivitesine ait sonuglarini gosteren Sekil 4.14’de hem hBN-
FA+MEM hem de hBN-FA+BLA tedavisinin negatif kontrol grubuna kiyasla AChE
aktivitesini azalttig1 gosterilmektedir. Ote yandan ilag yiiklii olmayan hBN-FA tastyici
sistemin uygulandig1 deney grubunda AchE aktivitesi nispeten diisiik olmasina ragmen

bu seviye negatif kontrol grubundakine yakin degildir.
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Negatif Kontrol

p-amiloid

p-amiloid+ hBN-FA

Gruplar

lifl

p-amiloid+ hBN-FA-MEM

p-amiloid+hBN-FA-BLA

100 200 300 400 500

o

AChE Aktivitesi

Sekil 4.14. 24 saat boyunca deneysel AH modelinde p-amiloid+hBN-FA, p-
amiloid+hBN-FA-BLA, p-amiloid+hBN-FA+MEM ve -amiloid (25
ug/mL) ve negatif kontrol gruplarindaki AChE aktivitesi. Sembol (*), 6nemli
diizeyde artan AChE aktivitesini temsil eder.

Nanopartikiiller memeli sinir sisteminde 6nemli bir enzim olan asetilkolin esteraz
enzimine baglanabilir ve AChE aktivitesini etkileyebilirler. Beyin ve kanda yaygin olarak
bulunan AChE esasen noronlar ve eritrositlerin dis yiizeyinde bulunmaktadir (Wang et
al. 2009). AChE enzimi asetilkolinin hidrolizinde anahtar bir rol oynamaktadir. Dahasi
bu enzim AH’nin tedavisinde kullanim potansiyeli olan pek ¢ok ilacin esas hedefi olsa da
AChE inhibisyonu hastalarin semptomatik tedavisini saglamaktan dteye gegememistir
(Saxena and Dubey 2019). Nanopartikiillerin AChE enzim aktivitesi ve etkilesimine
deginen c¢aligmalarin sayist nispeten siirlidir. Tez c¢alismasi kapsaminda ilag¢ ytiklii ve

ylksiiz tasima sisteminin deneysel AH modelinde AChE aktivitesi degerlendirilmistir.
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Elde edilen verilerin &zellikle ndrodejenerasyonu hedef alan yeni tasarim tagima

sistemleri i¢in temel olusturacagi kanisindayiz.

4.4.4. Toplam antioksidant kapasitesi ve oksidant durumu tayini

Serbest radikaller en dis kabugunda en az bir eslesmemis elektrona sahip
elementleri ifade eder bu nedenle yiiksek seviyede reaktiftirler. Yapisinda oksijen
bulunan serbest radikaller reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilirlar ve ROS olarak
kisaltilmiglardir. Oksidatif stres; biyolojik sistemin reaktif ara iirlinleri detoksifiye etme
yeteneginde meydana gelen dengesizligin sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Ozellikle
Alzheimer ve Parkinson gibi yaygin norodejeneratif hastaliklarin ilerleyisinde kritik
oneme sahiptir. Alzheimer hastaliginda yasli bireylerin metabolizmasinda yanlis katlanan
proteinler oksidatif ve inflamatuar yaniti tetikler. Bunun sonucunda enerji yetmezligi ve

sinaptik disfonksiyon meydana gelmektedir (Niedzielska et al. 2016).

Cizelge 4.6. 24 saat boyunca hBN-FA-BLA, hBN-FA+MEM ve hBN (25ug/mL)
uygulamalarina kars1 deneysel AH modelinde TAK ve TOD degerleri.

Deneysel Gruplar TAK TOD

(mmol Trolox Equiv./l) (umol H202 Equiv./l)
Negatif Kontrol 1,742 0,38°
B-amiloid +hBN-FA-BLA 1,622 0,44°
B-amiloid +hBN-FA-MEM 1,13° 0,874
B-amiloid +hBN-FA 1,04° 0,54¢
B-amiloid 0,80° 0,891

MEM ve BLA yiikli hBN-FA ila¢ tasiyici sistemin deneysel AH modelinde
oksidant ve antioksidant seviyelerine olan etkisi arastirilmis ve tiim sonuglar Cizelge
4.6’da Ozetlenmistir. hBN-FA+BLA’nin 25 pg/mL uygulandigi grupta 20 uM B-
amiloid’in neden oldugu oksidatif stres seviyesi azalmis ve yalnizca f-amiloid uygulanan
gruba kiyasla antioksidant seviyesi 6nemli diizeyde artmistir. hBN-FA-BLA tedavisi in
vitro AH modelinde TAK yaklasik iki kat arttirmistir. Bu deger hBN-FA-MEM tedavi
grubu i¢in yaklasik 0,5 kat artis seklinde hesaplanmistir. Oksidatif stres parametrelerinde
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yapilan arastirmalar BLA ytiklii tagima sisteminin MEM yiiklii tagima sistemine kiyasla

daha yiiksek koruyucu potansiyelini vurgulamaktadir.

4.4.5. Akis sitometrisi analizi

Akis sitometrisi analizi gruplarda 25 ug/mL konsantrasyonunun 24 saatlik
uygulamasi i¢in gergeklestirilmistir. hNBN-FA ilag tagima sisteminin canlilik orami higbir
ila¢ uygulamasi yapilmayan negatif kontrol grubuna ¢ok yakindir ki bu oran %94,91
olarak hesaplanmistir. Sekil 4.15 akis sitometrisi analizine ait sonuglar1 gostermektedir.
Yalniz 20 uM B-amiloid uygulanan grup ile kiyaslandigi zaman hBN-FA+BLA ve hBN-
FA+MEM ilag gruplari i¢in canlilik sirastyla %17,53 ve %9,78 artmistir. Akis sitometrisi
sonuglar1 BLA yiikli hBN-FA’nin MEM yiikli hBN-FA’ya kiyasla SHSY-5Y

hiicrelerini iyilestirme etkisinin daha fazla oldugunu agikca gostermistir.

Akis sitometrisi analizi siispansiyon halindeki hiicre, protoplast, kromozom gibi
yapilarin sayim, siralama ya analiz islemlerinde kullanilan gii¢lii tekniklerden biridir. Isik
sacilim1 ya da floresans Ozelliklere dayanarak hiicre popiilasyonlarinin es zamanl ve
birden fazla parametreye bagli analizine imkan sunar. Bu nedenle bilim insanlar
tarafindan biyoteknolojik bir¢ok ¢alismada basvurulan giivenilir bir testtir (Gaurav et al.
2010). Tez calismasinda akis sitometrisi analizi ile tiim deney gruplarinda tedavi sonrasi
hiicre canlilik oranlari, apoptoz ve nekroz durumlari degerlendirilmistir. MTT analizinin
sonuclarint destekleyen akis sitometrisi sonuglar1 tagima sisteminin noérodejeneratif

hastaliklarin tedavisi i¢in umut verici potansiyelini bir kere daha kanitlar niteliktedir.
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Sekil 4.15. hBN-FA+BLA, hBN-FA+MEM, hBN'nin (25pg/mL) beta-amiloid

sitotoksisitesine kars1 akis sitometri analizi (annexin V- (FL1-H) ve PI- (FL2-
H) etiketli hiicreler). A) Negatif kontrol B) hBN-FA+BLA, C) hBN-
FA+MEM, D) hBN-FA, E) sadece B-amiloid. Istatistiksel analiz, tek yonlii
bir ANOVA ve ardindan Tukey's post-hoc testi kullanilarak yapildi. Sembol
(*), beta-amiloid uygulamasina kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak

anlamli (p < 0,05) bir artis1 temsil eder.
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4.4.6. Mikrocekirdek analizi

Olgun noron hiicresine doniistiiriilen SHSY-5Y kiiltiirlerinde hBN-FA, hBN-
FA+BLA, hBN-FA+MEM ’in B-amiloid ile indiiklenen deneysel AH modelinde niiklear
seviyedeki genotoksisitesi Hoechst 33258 floresan niikleer boyama teknigi kullanilarak
arastirildi. Yapilan arastirmalar Cizelge4.7 ve Sekil 4.16 olarak asagida verildi. Hoechst
boyama sonuglar1 negatif kontrol grubu ile hABN-FA+BLA, hBN-FA+MEM ve hBN-FA
uygulamalar1 arasinda anlamli bir farkliligin olamadigini ortaya koyarken, p-amiloid
uygulamasinin negatif kontrole kiyasla niiklear anomaliligi énemli Olcilide arttirdigini

gostermistir.

Cizelge 4.7. Hoechst 33258 floresan boyamasi ile farklilagtirilmis SHSY-5Y hiicre
hatlarina 24 saat boyunca 25 pg/mL ve 50 pg/mL hBN-FA, hBN-FA+BLA,
hBN-FA+MEM ve B-amiloid uygulamalarinin genotoksisite iizerindeki

etkisi.
Niiklear Abnomaliler (NA)
Grup / konsantrasyon  Toplam Lobb Notch Ortalama
MN NA/1000 hiicre
+SD
Negatif Kontrol 4 3 4 0,011+0,0022
B-amiloid+hBN- 4 3 3 0,010+0,0042
FA+BLA (25pg/mL)
B-amiloid+hBN- 3 3 4 0,010+0,008?
FA+BLA (50pg/mL)
B-amiloid+hBN- 5 4 2 0,011+0,0072
FA+MEM (25pg/mL)
B-amiloid+hBN- 4 5 3 0,012+0,009?
FA+MEM (50pg/mL)
B-amiloid+hBN-FA 5 3 4 0,012+0,0032
(25pg/mL)
B-amiloid+hBN-FA 6 2 2 0,010+0,0032
(50pg/mL)
B-amiloid 9 5 4 0,019+0,001°¢
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Sekil 4.16. Hoechst 33258 floresan boyamasi ile farklilastirilmis SHSY-5Y hiicre
hatlarina 24 saat boyunca 25 pug/mL B-amiloid+hBN-FA, B-amiloid+hBN-
FA-BLA, pB-amiloid+hBN-FA-MEM ve f-amiloid uygulamalarinin
genotoksisite lizerindeki etkisi (20X biiyiitme). A) f-amiloid+hBN-FA+BLA
B) B-amiloid+hBN-FA+MEM C) sadece B-amiloid D) p-amiloid+hBN-FA.
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5. SONUC ve ONERILER

5.1. Sonug¢

Sonug olarak bu arastirma ¢aligmasi ile hBN-FA temelli bir tagima sistemi dizayn
edilerek AH’nin tedavisinde kullanilabilme potansiyeli ilk kez degerlendirilmistir.
Geleneksel tedavi yontemlerinde kullanilan ticari ilag MEM ve yeni ilag aday1 BLA ilk
defa ila¢ tagima sistemine entegre edilmistir. Boylece geleneksel tedavi yontemlerinin
mevcut siirlamalarinin iistesinden gelinerek daha etkin ve yenilik¢i bir tedavi sisteminin
gerceklestirilmesi amaglanmistir. Elde edilen veriler hnBN-FA+MEM ve hBN-FA+BLA
ilag sistemlerinin yliksek ndron koruyucu potansiyelini ortaya koyarken ayni zamanda
genotoksik ve oksidatif stres etkisinin olmadigini da gostermistir. Dolayisiyla tasarlanan
bu yeni ila¢ tasima sisteminin AH’nin tedavisinde kullanilabilirligini daha giivenli hale

getirmektedir.

Tez galismasina ait sonuglarimiz bu tasima sisteminin 6zellikle norodejeneratif
hastaliklarin tedavisine yonelik nanoteknoloji temelli yenilik¢i tagima sistemi calismalari
i¢in son derece 6nemli katkilar sunacagini diistinmekteyiz. Daha etkin ve tistiin 6zelliklere
sahip olan tasima sistemi ile AH’den etkilenmis bireyler, aileleri ve kiiresel c¢apta
toplumlar i¢in umut vaadeden bir yaklasim oldugunu diistinmekteyiz. Bor rezervleri
bakimindan diinyada 6nde gelen iilkelerin basinda yer alan iilkemiz i¢in, bor temelli ilag
arastirmalarina ve tasima sistemi caligmalarina Onderlik edebilecegini, boylece ilag

sektoriinde sz sahibi iilkelerden biri haline gelebilecegimiz kanaatindeyiz.

5.2. Oneriler

Elde ettigimiz tiim verilerin 151g1nda 6nerilerimiz asagidaki gibi 6zetlenebilir,

1. In vitro kosullar saglanarak tekrarli gerceklestiren analizler in vivo deneylerle
desteklenmeli,
2. Bor temelli diger nanopartikiillerin AH modelinde tasima sistemi olarak

kullanilabilirligi arastirilmali,
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3. hBN-FA tagima sisteminin diger norodejeneratif hastaliklar igin ilag¢ tagima
potansiyeli detayl1 analizlerle arastirilmali,
4. Elde edilecek olas1 basarili verilerle tasarlanan bu yeni tasima sisteminin ulusal

ve uluslarasi patent siiregleri ger¢eklestirilmelidir.
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