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Sena ONER CAGLAR
Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Mehmet Enes ARSLAN

Parkinson hastaligi (PH), substantia nigra pars compacta bolgesindeki dopaminerjik
ndronlarin ilerleyici kayb1 ile karakterize edilen, prevalansi 65 yas iizeri bireylerde %2—
3 diizeyine ulasan ve giiniimiizde kiiratif tedavisi bulunmayan bir noérodejeneratif
hastaliktir. Mevcut tedavi yaklagimlari agirlikli olarak semptom kontroliine yonelik olup,
hastaligin patogenezinde rol oynayan oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve
protein agregasyonu gibi mekanizmalar lizerinde sinirli etkiye sahiptir. Bu nedenle,
noroprotektif ajanlarin gelistirilmesi ve hedef hiicrelere etkin sekilde tasinmasi biiyiik
onem tasimaktadir. Bu tez caligmasinin amaci, dogal kaynakli terpenlerin niyozomal
tasiyici sistemler araciligiyla hiicrelere aktariminin, deneysel Parkinson hastalig1 in vitro
modelinde néron koruyucu etkilerinin nicel olarak degerlendirilmesidir. Calismada SH-
SYS5Y hiicre hatti dopaminerjik fenotipe farklilastirilmis ve IC 50 konsantrasyonunda
MPP* uygulamasi ile ndrotoksisite modeli olugturulmustur. MPP* uygulamasi sonucunda
hiicre canlilig1 kontrol grubuna kiyasla %100’den %42,6 + 3,8 diizeyine diismiistiir (p <
0,001). Dogal terpenlerin serbest formda uygulanmas: hiicre canliligini %61,4 + 4,2
seviyesine yiikseltirken, ayni terpenlerin niyozomal enkapsiilasyon sonrasi uygulanmasi
canlilif1 %78,9 + 3,1 diizeyine ¢ikarmistir. Niyozomal terpen grubu ile MPP* grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p < 0,001). Oksidatif stres
parametrelerinde, MPP* uygulamasi TOS diizeyini 18,6 = 1,9 umol H20: esdegeri/L
seviyesine ylikseltirken, niyozomal terpen uygulamasi bu degeri 9,2 + 1,3 seviyesine
disiirmiistiir (p < 0,01). Ayn1 sekilde TAC diizeyi MPP* grubunda 0,82 + 0,07 mmol
Trolox esdegeri/L iken, niyozomal terpen grubunda 1,74 + 0,11 seviyesine yilikselmistir
(p < 0,001). Sonug olarak, niyozomal tasiyici sistemler ile hiicrelere aktarilan dogal
terpenlerin, serbest formlarina kiyasla hiicre i¢i biyoyararlaniminin arttigi, MPP* kaynakl
noronal sitotoksisiteyi anlamli diizeyde azalttigi ve oksidatif stres parametrelerini
baskiladig1 gosterilmistir. Bu bulgular, niyozom-temelli dogal bilesiklerin Parkinson
hastalig1 i¢in potansiyel yeni bir noroprotektif nano-terapotik yaklasim sunabilecegini
ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson hastaligi, Dogal terpenler, Niyozom, Nano ila¢ tasima
sistemleri, Kan beyin bariyeri
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ABSTRACT

MASTER'S THESIS

INVESTIGATION OF THE NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF NATURAL
TERPENES DELIVERED TO CELLS VIA A NIOSOMAL TRANSPORT
SYSTEM IN AN EXPERIMENTAL PARKINSON’S DISEASE MODEL

Sena ONER CAGLAR

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology And Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Enes ARSLAN

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by the progressive
loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta, with a prevalence
reaching 2—3% in individuals over the age of 65, and for which no curative treatment is
currently available. Existing therapeutic approaches are primarily aimed at symptomatic
management and have limited effects on pathogenic mechanisms such as oxidative stress,
mitochondrial dysfunction, and protein aggregation. Therefore, the development of
neuroprotective agents and their effective delivery to target cells are of great importance.
The aim of this thesis is to quantitatively evaluate the neuroprotective effects of naturally
derived terpenes delivered to cells via niosomal carrier systems in an experimental in vitro
model of Parkinson’s disease. In this study, the SH-SYS5Y cell line was differentiated into
a dopaminergic phenotype, and a neurotoxicity model was established by the application
of MPP* at its ICso concentration. As a result of MPP* treatment, cell viability decreased
from 100% in the control group to 42.6 = 3.8% (p < 0.001). While the application of
natural terpenes in their free form increased cell viability to 61.4 + 4.2%, the application
of the same terpenes following niosomal encapsulation elevated viability to 78.9 £ 3.1%.
A statistically significant difference was observed between the niosomal terpene group
and the MPP" group (p < 0.001). In terms of oxidative stress parameters, MPP* treatment
increased total oxidant status (TOS) to 18.6 £ 1.9 umol H:0: equivalent/L, whereas
niosomal terpene treatment reduced this value to 9.2 = 1.3 (p < 0.01). Similarly, total
antioxidant capacity (TAC) was 0.82 + 0.07 mmol Trolox equivalent/L in the MPP* group
and increased to 1.74 £ 0.11 in the niosomal terpene group (p < 0.001). In conclusion, it
was demonstrated that natural terpenes delivered to cells via niosomal carrier systems
exhibit increased intracellular bioavailability compared to their free forms, significantly
reduce MPP*-induced neuronal cytotoxicity, and suppress oxidative stress parameters.
These findings indicate that niosome-based natural compounds may offer a potential
novel neuroprotective nano-therapeutic approach for Parkinson’s disease.

Keywords: Parkinson’s disease, Natural terpenes, Niosomes, Nano drug delivery
systems, Blood-brain barrier
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1. GIRiS

1.1. Parkinson Hastahg:

James Parkinson’un ‘‘Titremeli Felg’’ iizerine yazdigi makalesinin iizerinden 2
asir gegmis olmasina ragmen, klinik gozlemleri biiylik 6l¢iide dogrulugunu korumustur.
Parkinson hastaligi, yalnizca bir hareket bozuklugu degil ayn1 zamanda, biligsel
bozukluk, otonomik disfonksiyon, depresyon, koku alma duyusunun azalmasi gibi bir¢ok
motor semptom olmayan belirtinin dahil oldugu daha kapsamli bir tabloyla
degerlendirilmektedir. Bu motor semptom olamayan ozelliklerin, hastaligin seyrine
onemli bir katkida bulundugu anlagilmigtir. Parkinson hastaligi semptomlarinin
goriilmesinde norofizyolojik ve molekiiler mekanizmalarin bozulmasinin etkili oldugu
goriilmiis ve bu mekanizmalarin anlasilmasinda cesitli ilerlemeler kaydedilmistir.1970°1i
yillarda Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan kullanimi
onaylanan L-DOPA, amantadin, monominoksidaz tip B(MAO-B) inhibitorleri ya da
dopamin antagonistleri ve bunlarin tiirevleri gelistirilmisse de tiim bunlar semptomatik
tedaviyi hedefler. Parkinson hastaliginin heniiz kesinlesmis bir tedavisi yoktur. Mevcut
tedavi yontemleri hastaligi yavaslatmak ve tedavi etmekten ziyade semptomlari
tyilestirmeye yoneliktir. Tiim bunlar g6z Oniine alindiginda hastaliktan etkilenmis
bireylerin yasam kalitesini arttirmak hem de kiiresel boyuttaki finansal yiikii azaltmak
icin yeni tedavi yaklasimlarina olan ihtiya¢ her gecen giin artmaktadir (Balestrino &

Schapira, 2020).
1.1.1. Yayginhk Oranlar

Parkinson hastaligi 65 yas ve lizeri bireylerin %?2-3’ilinli etkileyen, beynin
substantia nigra bolgesindeki dopaminerjik ndronlarin kaybr ile tanimlanan, en yaygin
ikinci norodejeneratif hastaliktir. Parkinson hastaliginin yasa bagli goriilme orani
tilkemizde 111/100.000 iken diinya genelinde 10 milyondan fazla insana Parkinson
hastalig1 teshisi konulmaktadir (Greenland & Barker, 2018). Parkinson hastaligi 50
yasindan once nadir goriiliirken 60 ila 90 yas arasinda goriilme orani 5-10 kat artmaktadir.
Parkinson hastalig1 teshisi konmus bireylerin sayisinin 2005 ile 2030 yillar1 arasinda 2
katina ¢ikmasi1 beklenmektedir (Tolosa vd., 2021). Parkinson hastaligi ¢ogu
popiilasyonda erkeklerde kadinlardan 2 kat daha yaygindir. Parkinson hastaliginin



goriilme siklig, 1k, etnik kdken, genotip veya g¢evre tarafindan tanimlanan alt gruplar

arasinda degisiklik gostermektedir (Balestrino & Schapira, 2020).
1.1.2. Teshis Kriterleri

Parkinson hastaliginin klinik tanisi, yavas hareket, rijidite, titreme ve durussal
dengesizlik gibi bazi kardinal motor belirtilerinin kombinasyonlari ile tanimlanirken bu
belirtilere eslik eden uyku bozukluklari, koku alma kaybi, depresyon ve anksiyete gibi
motor olmayan semptomlar ile de tanimlanmaktadir. Motor semptomlarin goriilmesi
genellikle tek taraflidir ve asimetri hastaligin seyri boyunca devam eder. Motor olmayan
semptomlar hastaliin seyri boyunca yillar i¢inde artabilmektedir bu durum bireyin hayat

kalitesini azaltmaktadir (Greenland vd., 2019).

Hastaligin ortalama goriilme yast 50 ila 80 yas arasinda genis bir araligi
kaplamaktadir. 45 yas altinda olan ve hastalik teshisi konmus bireylerin yaklasik
%10’nun genetik bir yatkinligi bulunmaktadir (Clark vd., 2007) . Klinik tani, motor
semptomlarin iglev kaybinin azalmasi gozlemine dayali bircok egzersiz igermektedir.
Gozleme baglh teshis kriterlerinde bir¢ok hata yapilabilmektedir bu durum hastaligin
erken evre tanisi ve teshisinde, tani testlerine ve biyobelirteglere ihtiyaci arttirmaktadir
(Rizzo vd., 2016). Biyobelirteclerin ve tani testlerinin arasinda; goriintiilleme, genetik
testler ve beyin omurilik sivisi kan testleri bulunmaktadir. Goriintiileme tekniklerinde;
dopaminerjik sistemin islevsel goriintiilenmesi i¢in, tek foton emisyon tomografisi ve
pozitron emisyon tomografisi gibi gorilintiileme yontemleri kullanilir (Mahlknecht vd.,

2018).

Parkinson hastaliginda PARK adi verilen 18 spesifik kromozomal bdolge
bulunmaktadir. Bunlar; otozomal dominant kaliimda rol oynayan, SNCA, LLRK2,
VPS35 iken otozomal resesif kalitimda rol oynayanlar, PINK1, ATPaz, DJ-1 ve
PARK?2’dir.Yapilan genetik analizler hastaligin rutin tani siirecinin bir parcasi degildir.
Bu gen mutasyonlarinin anlasilmas1 ve terapotik hedefler belirlenmesi hastaligin

tedavisinde gelecek i¢in umut vaat etmektedir (Xiong vd., 2009).

Yapilan birkag calisma PH olan bireylerin beyin omurilik sivisinda (BOS) ¢esitli
proteinlerin farkli seviyelerini, en 6nemlisi farkli o-siniiklein tiirlerinin seviyelerini
Olemiis ve saglikli bireylerle karsilastirmis olsa da duyarliliklar ve 6zgiilliikler beklenen
degerin altinda olmustur ve su anda Parkinson hastalig1 i¢in klinik olarak yararli bir BOS

tabanli tan1 testi yoktur. Serum veya plazma parametrelerinin hastalik ilerlemesiyle



iligkileri tanimlanmistir ancak bu parametrelerde beklenen degerlerin altinda olup kan
biyobelirtegleri agisindan parkinson hastaligi i¢in yararli bir kan biyobelirte¢ tani testi

bulunmamaktadir (Kurkowska-Jastrzebska vd., 2004)
1.2. Parkinson Hastahiginin Etiyolojisi
1.2.1. Genetik Faktorler

Parkinson hastaliginin genetik faktorlerine bakildiginda ailesel kalitilan nadir
mutasyonlarin hastaligin %5-10’1uk kismin1 kapsadigr goriilmektedir. Cevresel faktorler,
epigenetik faktorler ve DNA sekans varyasyonlari hastaligin geri kalan kismim

olusturmaktadir (“2023 Alzheimer’s disease facts ”, 2023).

Nussbaum ve c¢alisma arkadaslar1 tarafindan 1997°de kesfedilen Lewy
cisimlerinin ve Lewy parcaciklarinin ana bileseni olan a-siniikleinlerdeki mutasyonlarin
belirlenmesi PH’nin genetigi lizerindeki calismalarin hiz kazanmasini saglamistir.
Sonrasinda yapilan ¢aligmalar hastalik mutasyonlari ve kalitimi, etkilenen gen ve lokuslar

hakkinda aragtirmacilara ¢esitli bilgiler sunmustur (Sang vd., 2021).

Gilinlimiizde tanimlanmig ve PARK adi verilmis 18 spesifik kromozomal bolge,
lokus bulunmaktadir. Bunlar otozomal dominant kalitimda rol oynayan SNCA (PARK1
ve 4), LRRK2 (PARKS) ve VPS35 (PARK17), otozomal resesif kalitimda rol oynayanlar
ise PINK1 (PARK®6), DJ-1 (PARK?7), ATPaz tipi 13A2 (ATP13A2/PARKDY) ve Parkin
(PARK?2)’dir (Xiong vd., 2009).

SNCA; o-siniiklein proteinlerinden sorumlu olan SNCA geni iizerinde meydana
gelen mutasyonlardir. Meydana gelen mutasyonlar, tiim-lokus multiplikasyonlari,
duplikasyon ve triplikasyon, tipindedir. SNCA duplikasyonuna sahip hastalar klasik PH
fenotipi gosterir ayn1 zamanda hastalarin beyin patolojilerinde bol miktarda Lewy

cisimcikleri ve Lewy parcaciklari tanimlanmis (Volpicelli-Daley vd., 2011a).

LRRK?2; PH’nin otozomal dominant kalitiminda en sik goriilen mutasyondur ve
glinimiizde 50’ye yakin farkli mutasyonu bilinmektedir. Hasta patolojilerine
bakildiginda dopaminerjik noronlarin kaybi ve gliyoz ile karakterizedir ve cogu hastada

Lewy cisimcikleri mevcuttur (Healy vd., 2008).

VSP35; PH’nin otozomal dominant kalitimina neden oldugu bilinmektedir. Yeni

nesil tim ekzon sekanslamalari sirasinda tanimlanmistir. Hastalarin fenotiplerine



bakildiginda levodopa-duyarli/cevap veren parkinsonizm, tremor, diskinezi, distoni ve

bazen de demans goriilmektedir (Vilarino-Gtiell vd., 2011).

PARK2 (PARKIN); insan genomunun ikinci en biiyiik genidir. Bu genden
eksprese edilen protein 465 aminoasit barindiran Parkin proteinidir. Parkin homozigot
mutasyonlarinda erken yasta PH goriiliip bu hastaligin ortaya ¢ikma yasi genellikle 21°dir
(Kitada vd., 1998). Parkin mutasyonuna bagli PH bulgularinin en 6nemli belirteci,
bulgularin ¢ok biiyilik kisminda Lewy cisimciginin bulunmamasidir. Yapilan ¢aligmalarin
sonuglar1 1s1¢inda, PARKIN genindeki mutasyonun ve Parkin proteinindeki islev
kaybinin, noronlar sitotoksik etkilere karsi savunmasiz hale getirdigi tespit edilmistir

(Hattori vd., 1998).

PINK 1(PARK 6); 8 ekzondan olusmakta ve protein kinaz kodlamaktadir;
serin/treonin kinaz aktivitesi vardir ve mitokondriyal hedefleme motifi igermektedir. PH
patogenezindeki enzimatik aktivitesinin dnemini gostermektedir. Ayrica PINK1, Parkin
ile birlikte mitokondri morfolojisini kontroliinde gorev alir. PINKI1’in mutasyonu

mitokondriyal islev bozukluguna yol acarak Parkinson hastaligina neden olur (Pickrell &

Youle, 2015).

DJ-1 (PARK?7); 7 ekzondan olusur ve 189 aminoasitlik dimerik yapil1 bir proteini
eksprese eder. Noroprotektif ve antioksidan islevleri oldugu tespit edilmistir. Erken
donem goriilen PH nin %1-2’si DJ-1 mutasyonuna sahip oldugu goriilmiistiir. Mutasyona
ugramis DJ-1 proteini siklikla dogru bir sekilde katlanamaz ve hemen proteozom yoluyla
degrede olur. Bu yiizden protein yoklugunda dopaminerjik néronlarin néroprotektivitesi

ve antioksidan aktivitesi diiser ve PH meydana gelmektedir (Taira vd., 2004).

ATP13A2 (PARKY); Oldukea biiyiik olan bu genin kodladig1 protein 10 adet
transmembran domaini ve ATPaz domaini ile birlikte lizozomal membranda bulunur. Bu

mutasyonlar bazal gangliada demir birikimine neden olmaktadir (Di Fonzo vd., 2007).
1.2.2. Cevresel Faktorler

Parkinson hastaligi da diger norodejeneratif hastaliklarda oldugu gibi sadece
genetik faktorlerden degil ayni zamanda cevresel faktorlerden de etkilenmektedir.
Yapilan calismalarda PH’ nin ortaya ¢ikmasinda etkili olan genetik faktoreler belirlenmis
olmasina ragmen bu faktorlerin hastalifin goriilmesinde ve seyrinde tek basina etkili

olmadig1 ¢evresel faktorler ile etkilesimli oldugu goriilmektedir (Goldman, 2014).



Cevresel faktorlerin etkilerine dair yapilan ¢alismalarda ilk olarak tarim ilaglarinin
zararlarina dair bulgular elde edilmistir. Tarim ilaglarindan parakuat ve maneb tiirevlerine
maruz kalan kisilerde geng¢ baslangi¢li Parkinson hastaliginin goriilme riskinin arttigi
bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda SNCA geni mutasyonu ile tarim ilaglarina maruz
kalma arasinda hastaligin baslangi¢ yasini etkileyen bulgular elde edilmistir (Costello vd.,

2009).

Cevresel faktorlerden biri olarak demir, kursun ve manganez gibi agir metallerin
substantia nigra bolgesinde birikerek oksidatif strese yol a¢tigi ve bu mekanizma
aracilifiyla hastaligin goriilme siklig1 iizerinde etkili olduguna dair bulgular elde

edilmistir (Gatto vd., 2010).

Cevresel faktorlerin PH riskini diisiirmesi gibi olumlu etkileri de bulunmaktadir.
Ozellikle yasam tarzi ve giin igerisinde tiiketilen maddelerin Parkinson hastaligina
yonelik %30’a kadar riski onleme etkisi oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar igerisinde en
dikkat cekici olan1 ise sigara, alkol ve kahve gibi iiriinlerin Parkinson hastaligina kars1

koruyucu olarak gorev yapmalaridir (Ascherio & Schwarzschild, 2016).
1.2.3. Yaslanma ve Parkinson Hastahg:

Yaslanmayla beraber oksidatif stres yanit1 ve enerji metabolizmasini igeren yollari
tanimlayan gen ekspresyonundaki degisiklikler meydana gelmektedir. Yaslanma PH ile
beraber biitlin ndrodejeneratif hastaliklar igin bir risk faktoriidiir. Parkinson hastaligi 60
yasin iizerinde toplumun %1 ini etkilerken, 85 yasin {izerine ¢ikildiginda bu oran %5’e
yiikselmektedir. Parkinson patogenezinde rol oynayan substantia nigra'daki dopaminerjik
noronlar yaslanmayla birlikte her on yilda %4,7-%9,8 oraninda azalmaktadir (Fearnley

& Lees, 1991).
1.3. Parkinson Hastaliginin Patogenezi

Parkinson hastaligi ve mitokondriyal disfonksiyon arasindaki baglantt 1983 yilinda
uyusturucuya maruz kalmis hastalarda norotoksik olan ve parkinson hastaligi
semptomlarin1 ortaya ¢ikaran 1-metil-4-fenil-1,2,5,6-tetrahidropiridin  (MPTP)’in
bulunmasiyla ortaya ¢ikmis ve MPTP’nin nérotoksisitesi primat modelinde
dogrulanmigtir. Parkinson hastalarinin beyin Orneklerinde, substantia nigralarinda
mitokondriyal kompleks I aktivitesinin belirgin olarak azaldig1r ve mitokondriyal DNA

(mtDNA) silinmesinin yiiksek oranda oldugu goriilmektedir. Bu olusumlar parkinson



hastalig1 patogenezinde mitokondriyal disfonksiyonun varliginin kanitidir (Bender vd.,
2006). Asirt ROS (reaktif oksijen tiirleri) iiretimi, mtDNA silinmesi, ATP tiikkenmesi,
kaspaz salinimi ve elektron transport sisteminde olusan bozulmalar mitokondriyal
disfonksiyonun ortaya ¢ikmasindaki temel 6zelliklerdir (Exner vd., 2012). Mitokondriyal
disfonksiyonun ortaya ¢ikmasinda, ROS iiretimi, mitokondriyal kompleks I ve III ‘lin
hasarin1 mitokondri ve sitoplazmada proteinlerin oksidasyonunu indiikleyerek sebep
olmaktadir. Artan oksidatif stres, ubiquitin-proteazomal sistemi (UPS) asir1 aktive
etmekte ve bu da hasar gormiis ve yanlis katlanmis proteinlerin birikmesine sebep
olmaktadir (Schapira, 2008). Mitokondriyal disfonksiyon oksidatif strese yol agar, hiicre
ici sistemlerin hasar gérmesine ve hiicre Oliimiine sebep veren bir takim hiicresel
yolaklara etki eder. Oksidatif stres, Parkinson hastaliginda nigral dopaminerjik hiicre
Olimiiniin patojenik mekanizmalarindan birisidir. Cevresel ve genetik faktorlerin
bilesimleriyle olusmaktadir ve bu faktorler bir arada mitokondriyal disfonksiyonu

etkilemektedir (Schapira, 2008b).

PARKINSON HASTALIGININ ETivOLOJisi
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Sekil 1. Parkinson hastaliginin etiyolojisi

1.3.1. Oksidatif Stres

Parkinson hastaliginin patolojik siire¢lerinden biri de oksidatif strestir. Yapilan
caligmalarda PH sahip bireylerin beyin dokularinda oksidatif degisiklikler
gozlemlenmistir. Biyolojik sistemlerin aktivitelerinin devam edebilmesi i¢in serbest
radikallerin yapimi1 ve yikimi arasindaki dengenin saglanmasi gerekmektedir.
Norodejenerasyona yol acabilecek serbest radikallerin yapimi ve yikimi arasinda bulunan
dengenin serbest radikallerin yapimi silirecinde bozulmasi oksidatif strese neden
olmaktadir. Oksidatif strese maruz kalan hiicreler DNA’y1 ve lipidleri dogrudan hasara
ugratir ve bdylece hiicreler islevselliklerini kaybeder. Serbest radikaller; reaktif oksijen
(ROS) ve nitrojen (RNS) olarak ikiye ayrilir ve biitiin hiicrelerde oksidatif fosforilasyon

ile dretilirler. Kandaki oksijenin %20’sini beyin kullanmaktadir bu ylizden beyin



hiicreleri ROS {iretimine ¢ok duyarlidir. ROS/RNS’ler antioksidanlar araciligryla
viicuttan uzaklastirilirlar (Cadet & Brannock, 1997). Glutatyon (GSH) beyni oksidatif
stresten koruyan bir antioksidandir. SN’deki dopaminerjik néronlar, monoaminoksidaz
(MAO) enzimi araciligiyla dopaminin oksidatif deaminasyonunu ve otooksidasyonunu
saglarlar. Dopaminin otooksidasyonu sonucu olusan {iriin melanindir. Melanin varligi
dopaminerjik noronlardaki oksidasyon seviyesi hakkinda bilgi verir. ROS’lar GSH
rediiktaz ile detoksifiye edilir. Ancak PH gibi patolojik bir durumunda SN’de detoksifiye
edilemeyen ROS, serbest demir iyonlar1 ile hidroksil radikalleri olusturur ve
dopaminerjik néronlarin dejenerasyonuna neden olur. Ayrica oksidatif stres varliginin
goriildiigii PH olgularinda son iiriin olan melaninin bolgesel olarak birikip noéronlardaki
serbest halde bulunan metallere baglanarak hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir

(Jenner vd., 2003).
1.3.2. Ubikitin-Proteozom Sistemi (UPS)

Protein degradasyon yolaklarindan biri de UPS’dir. Hiicresel kontrol
mekanizmalart sayesinde saglikli ndronlarda protein agregatlar1 olusmaz. Bozulmus ve
katlanmig proteinlerin agregasyonu; mutasyona ugramis, anormal ve okside olmus
proteinlerin degrede edilemeyecek kadar fazla olmasi ve proteozomal sistem
fonksiyonlariin bozulmasi veya azalmasi seklinde olmaktadir. Ubikitin-Proteozom
sistemi hiicrelerde iki sekilde olusabilecek hatali proteinleri kurtaran dnemli bir sistemdir
Mutasyona ugramis alfa-siniiklein gibi protein degradasyonundan UPS sorumludur. Sinir
hiicrelerinde noérotoksin proteinlerin agregasyonu ve ubikitin pozitif formlarin birikimi
UPS’nin fonksiyonelligini yitirdigi durumda meydana gelmektedir (Ebrahimi-Fakhari
vd., 2012). DJ-1 ve Parkin proteinleri birleserek hatali katlanmis, bozulmus proteinlerin
UPS tarafindan yikimimi artiran bir protein kompleksi olustururlar. Dolayisiyla PH
olusumu ile iligkili olan PARK2, DJ-1, PINK ve UCHL1’in mutantlar1 veya varyantlar
ayni zamanda UPS’ nin fonksiyonunun yitirilmesine neden olmaktadir (Moore vd., 2005)
Parkin proteininin, a-siniiklein ve siklin-E proteinleri olarak iki 6nemli substrati vardir.
a- siniiklein dopaminerjik ndronlarin stabilitesini diizenleyen onemli bir proteindir.
Mutant parkin, dogru sekilde a-siniiklein ile etkilesimde olamadig1 icin asiniiklein’in
ubikitinle isaretlenip degredasyonu yapilamaz ve Lewy cisimciklerinde a- sintiklein

birikimine neden olur (Shimura vd., 2000).



1.3.3. Mikroglial Aktivasyon ve Inflamasyon

Parkinson hastaliginin patogenezinde belirgin sekilde goriilen bir diger unsur ise
noroinflamasyondur. Yapilan c¢alismalarda inflamasyonun mikroglia adi verilen
hiicrelerden kaynaklandig1 ortaya c¢ikmistir. Mikroglia hiicreleri myleoid hiicre
kokeninden gelen merkezi sinir sistemi hiicreleridir. Mikroglia hiicreleri, zarar gérmiis
hiicrelerin ve yabancit maddelerin fagositozundan sorumludur. Mikroglialar aktivasyon
sirasinda nitrik oksit salgilamakta ve hiicrelerin aktivasyonu sirasinda TNF-a, IL-1-f3,
NO, katepsin-B, glutamat gibi reaktif oksijen tiirleri agiga ¢ikarak, doku bozulmasina ve
merkezi sinir sistemindeki komsu glia hiicrelerinde noéronlarda inflamasyon cevabinin
olusmasina neden olmaktadir (Przedborski, 2005). Parkinson hastaligina yonelik fare
modellerinde gergeklestirilen ¢aligmalar, substantia nigra bolgesindeki dopaminerjik
noron sayisinin, mikroglial hiicrelerin asir1 aktivasyonu sonucunda belirgin sekilde
azaldigimi ortaya koymustur. Mikroglial aktivasyonun temel nedenleri arasinda yanlig
katlanmis oa-siniiklein, 16sin agisindan zengin kinaz 2 (LRRK2), parkin ve DJ-1 gibi
Parkinson hastalig1 ile iligkili proteinlerin yami sira matriks metalloproteinazlari’nin

(MMP) yer aldig1 bildirilmektedir (Moehle vd., 2012).

Parkinson Hastaligunin Patogenezi
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Sekil 1.2. Parkinson hastaliginin patogenezi

1.4 Parkinson Hastalhigr Calismalarinda Kullanilan In Vitro Modeller

Parkinson hastali§i, norodejeneratif hastaliklardan biri  olup  bazal
gangliyonlardaki dopamin azalmasi sonucunda meydana gelmektedir. Hastaligin

goriilme siklig1 yagla birlikte artmakta olup Lewy cisimcikleri ad1 verilen, ¢éziinmeyen



a-siniiklein proteini igeren sitoplazmik kalintilarin birden fazla hiicre tipinde birikmesi
durumu s6z konusudur. PH i¢in kullanilan in vitro modeller, dopaminerjik ndronlarin
dejenerasyonu ve alfa-sintiklein’in intrandronal birikimi gibi iki ana faktorii yeniden
olusturmalidir. Parkinson hastaliginda en ¢ok kullanilan in vitro modeller
Oliimsiizlestirilmis hiicre hatlarinin kiiltiire edilmesi ile olusturulmaktadir. Hiicre hatlar1
once hastalifin patofizyolojisinde etkilenen spesifik bir noronal tipe dogru
farklilasmalidir.PH i¢in genellikle dopaminerjik néronal fenotipte bir farklilasma elde

edilir (Falkenburger vd., 2016b).

In vitro arastirmalarda kullanilan en yaygin hiicre hatt1 insandan tiiretilen SH-
SYSY hiicre hattidir. Hiicre hatti, tirozin hidroksilaz ve dopamin-beta-hidroksilaz
enzimleriyle donatilmis bir katekolaminerjik fenotipe sahiptir ve hem dopamin hem de

noradrenalin nérotransmiterlerini sentezleyebilir.

Farklilasmamis SH-SYSY hiicre hatt1 yuvarlak bir govde ve kisa noritlere
sahipken, farklilasmis SH-SYSY hiicre hatti piramitsel bir gévde ve uzun ndritlere
sahiptir . Hiicre hatti1 ndron benzeri bir fenotip N tipi ve epitel benzeri bir fenotip S tipi
sergileyebilir. Bir fenotipten digerine ge¢is kendiliginden gergeklesir ve N tipi hiicreler
ile S tipi hiicreler arasindaki oran deneysel modelleri etkileyebilir ¢linkii PH caligsmasi
i¢cin yalnizca N tipi hiicrelere ihtiyag¢ vardir (Kovalevich & Langford, 2013) . Parkinson
hastaligini incelemek i¢in olusturulan in vitro deneysel tasarimda SH-SYS5Y hiicre
hattinin dopaminerjik noéronlarda farklilasmasi, besiyerinin igerisine retinoik asit ve
forbol esteri gibi ¢esitli kimyasallarin diisiik konsantrasyonlarda eklenmesi ile

olusmaktadir (Presgraves vd., 2003).
1.4.1. Norotoksik Bilesikler

Norotoksik bilesikler olan rotenon, 1-metil-4-fenilpiridinyum (MPP+) ve 6-
hidroksidopamin (6-OHDA), noéronal apoptozu indiikleme kapasiteleriyle dikkat ceker.
Bu bilesiklerin neden oldugu norotoksisiteyi 6nleyen molekiillerin test edilmesi, yeni ilag
tedavilerinin gelistirilmesi igin kritik bir ara¢ olarak kullanilir. Rotenon, lipofilik yapis1
sayesinde hiicre zarin1 kolayca gecerek hiicre icinde birikir ve bir insektisit olarak
bilinmektedir. MPP+, dopamin tasiyicisina yiiksek afiniteye sahip olan ve dopaminerjik
noronlarda biriken 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinin (MPTP) bir metabolitidir.
6-OHDA ise katekolaminlere yapisal benzerlik gosteren bir bilesik olup, bu tasiyicilar

kullanarak hiicrelere girer. S6z konusu ii¢ bilesik, mitokondriyal disfonksiyonu tetikler,



oksidatif stresi artirir ve néronal hiicre 6liimiinii indiikler. Ayn1 zamanda, bu modeller, a-
siniikleinin artan ekspresyonunu ve agregasyonunu indiikleyebilir, ancak bu etkiler
genellikle ikincil olarak ele alinir. Ek olarak, bu norotoksinler, substantia nigra pars
compacta’daki dopaminerjik néronlarin hiicre 6liimiinii indiiklemek i¢in kullanilarak in

vivo Parkinson hastaligi modellerinde fareler tizerinde uygulanabilir (Betarbet vd., 2000).
1.4.2. Sentetik Siniikleine Maruz Kalma

Alternatif bir in vitro Parkinson hastaligi modeli olusturmak igin, noronal
hiicrelerin a-siniiklein 6nceden olusturulmus fibrillere (PFF) maruz birakilmasi yaygin
bir yaklagimdir. PFF, rekombinant a-siniiklein molekiillerinin bir sonikasyon siireciyle
kiigiik fibriller olusacak sekilde sekillendirilmesiyle elde edilir. Bu fibriller, hiicre
kiiltiirtine eklendiginde, endojen a-siniikleinin agregasyonunu tesvik eder ve bu durum
sinaptik islev bozukluguna ve hiicre 6liimiinii tetikler. Bu model, Parkinson hastaliginda
gbzlemlenen Lewy cisimcikleri ve Lewy ndritlerinin olusumunu taklit eder (Volpicelli-
Daley vd., 2011a). PFF kullanilarak gelistirilen bu model, normal seviyelerde endojen a-
siniiklein varligina dayanir ve a-siniiklein asir1 ekspresyonuna gerek duymaz. Bu yontem
ilk olarak hipokampal birincil néronal kiiltiirlerde test edilmis, ancak daha sonra SH-
SYSY hiicre hatt1 gibi modellerde de uygulanmistir. Bu yaklasim, Parkinson hastalig
patofizyolojisinin molekiiler mekanizmalarini incelemek ve potansiyel terapotik hedefleri

belirlemek i¢in 6nemli bir ara¢ sunar (Luk vd., 2012) .
1.4.3 Genetik Modifikasyon

a-Siniikleinin intrandronal agregasyonunun patolojik degisimini simiile etmek
icin, SH-SY5Y hiicre hatti, a-siniikleini kodlayan genin dogal tip veya mutant formlariyla
transfeksiyon yoluyla genetik olarak degistirilebilir. Bu transfeksiyon, hiicre i¢i birikimi
destekleyen a-siniikleinin asir1 ekspresyonunu indiikler ve ndrotoksik etkiye sahip protein
agregatlarinin olusumuna yol agar. Bu agregatlar, nihayetinde hiicresel 6liimle sonuglanir

(Falkenburger vd., 2016b).

Parkinson hastaliginin patofizyolojisinde rol oynayan diger genler, 6zellikle
genetik formlarda goriilen LRRK-2, DJ-1, Parkin ve PINK1 genleri, ii¢ sekilde manipiile
edilebilir: proteinin asir1 ekspresyonunu saglamak, protein eksikligine yol agan geni

baskilamak veya degismis bir protein tiiriinii {ireten gen mutasyonlar1 olusturmak. Ancak,
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bu yaklagimlar in vitro modellerde daha az yaygin olarak kullaniimaktadir(Xicoy vd.,

2017).

PARKIiNSON HASTALIGINDA
i VTRO MODELLER
Nérotoksik Bilesikler Sentetik Siniikleine Genetik Modifikasyon
Maruz Birakma
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Sekil 1.3. Parkinson hastali§inda in vitro modeller

1.5. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, 1 ila 100 nanometre (nm) arasindaki boyutlarda maddenin
anlasilmas1 ve kontrolii olarak tanimlanir; bu 6lgek, benzersiz fiziksel, kimyasal ve
biyolojik fenomenlerin yeni uygulamalara olanak sagladigi bir araliktir. Insanlik
tarthindeki nanopartikiillere maruz kalma siireci, 6zellikle Sanayi Devrimi sirasinda
onemli Olglide artis gostermistir. Nanopartikiillerin incelenmesi yeni bir kavram degildir.
"Nanometre" terimi ilk kez 1925 yilinda Nobel Kimya Odiilii sahibi Richard Zsigmondy
tarafindan Onerilmistir. Zsigmondy, nanometre kavramini agik¢a pargacik boyutlarini
karakterize etmek amaciyla ortaya atmis ve mikroskop kullanarak altin kolloidleri gibi
nano boyutlu parcaciklarin Ol¢limiinii  gergeklestiren 1ilk kisi olmustur. Modern
nanoteknoloji, 1965 Nobel Fizik Odiilii sahibi Richard Feynman'in vizyonuyla
sekillenmistir. Feynman, 1959 yilinda Caltech’te diizenlenen Amerikan Fizik Dernegi
toplantisinda yaptigr "Altta Cok Yer Var" baslikli konferansinda, maddeyi atom
seviyesinde manipiile etme fikrini tanitmistir. Bu devrim niteligindeki fikir, bilim
diinyasinda yeni diisiince yollarin1 agmis ve Feynman'in hipotezleri daha sonra
dogrulanmigtir. Bu nedenlerle kendisi modern nanoteknolojinin "babasi" olarak kabul
edilir. Feynman'n konferansindan yaklasik 15 yil sonra, Japon bilim insani Norio
Taniguchi, bir nanometre Olceginde gerceklesen yar1 iletken T{iretim siireclerini

tanimlamak i¢in "nanoteknoloji" terimini kullanan ilk kisi olmustur. Taniguchi,
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nanoteknolojiyi atom ve molekiil diizeyinde malzemelerin islenmesi, ayristirilmas,
konsolidasyonu ve deformasyonu olarak tanimlamistir. Nanoteknolojinin "altin ¢ag1"
1980'lerde baslamistir. Bu donemde Kroto, Smalley ve Curl, fullerenleri kesfetmis;
Massachusetts Teknoloji Enstitiisii'nden (MIT) Eric Drexler ise 1986 yilinda yayimlanan
"Yaratilis Motorlari: Nanoteknolojinin Yaklasan Cagi1" adli kitabinda, Feynman’in
fikirlerinden ve Taniguchi’nin "nanoteknoloji" tanimindan ilham almigtir. Drexler, kendi
kendini kopyalayabilen ve karmasik yapilar olusturabilen nano 6lg¢ekli bir "montajc1"
konseptini One siirmiistiir. Bu vizyon, genellikle "molekiiler nanoteknoloji" olarak
anilmaktadir. Nanoteknoloji bilimi, Japon bilim insan1 Sumio Iijima’nin karbon
nanotiipleri kesfetmesiyle daha da ileri tasinmistir. Bu bulus, nanoteknolojinin temel

uygulama alanlarinin genislemesine 6nemli katkilar saglamistir (Hulla vd., 2015).

Feynman'in, birgok bilim insaninin ilgisini ¢eken bu yeni arastirma alanini
kesfetmesinin ardindan, nanoyapilarin sentezi i¢in iki temel yaklasim tanimlanmistir. Bu
tiretim yaklagimlari kalite, hiz ve maliyet agisindan farklilik gosteren yukaridan asagiya

(top-down) ve asagidan yukariya (bottom-up) olmak tizere iki kategoriye ayrilir.

Yukaridan asagiya yaklasim, yigin bir malzemenin daha kiiciik boyutlara
getirilerek nano 6lgekli parcaciklara doniistliriilmesini ifade eder. Bu yontem, son yillarda
hassas miihendislik ve litografi gibi gelismis tekniklerle endiistri tarafindan optimize
edilmistir. Hassas miihendislik, iiretim silirecinin tiim asamalarin1 destekleyen mikro-
elektronik endiistrisinin temel tasidir. Yiiksek performans, cesitli iyilestirme
yontemlerinin bir arada kullanilmasiyla elde edilir. Bu yontemler arasinda elmas veya
kiibik bor nitriir bazli gelismis nanoyapilar, boyut kontroliine yonelik sensorler, sayisal
kontrol sistemleri ve gelismis servo tahrik teknolojileri yer alir. Asagidan yukariya
yaklasim, nanoyapilarin atom veya molekiil seviyesinden baglayarak yukar1 dogru insa
edilmesini ifade eder. Bu siire¢, atom ve molekiillerin kendi kendine bir araya gelmesinin
kontrollii manipiilasyonu ile gergeklestirilir ve nano skala araliginda (1 nm ila 100 nm)
fiziksel ve kimyasal yontemlere dayanir. Kimyasal sentez, genellikle toplu diizensiz
formdaki triinlerin dogrudan iiretildigi veya daha gelismis diizenli malzemelerin yap1
taglar1 olarak kullanilabilen kaba malzemelerin olusturulmasinda kullanilan bir
yontemdir. Kendi kendine bir araya gelme, atomlarin veya molekiillerin aralarindaki
kimyasal ve fiziksel etkilesimler sayesinde diizenli nanoyapilar olusturacak sekilde

organize oldugu bir asagidan yukariya yaklasimdir. Konumsal bir araya getirme ise tek
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atomlarin, molekiillerin veya kiimelerin bireysel olarak serbest¢ce konumlandirilabilecegi

bir tekniktir ve bu baglamda oldukg¢a 6zgiin bir yontemdir (Igbal vd., 2012).

NANOPARTIKUL SENTEZI

Yukaridan -Asagiya Yaklagim

Asagidan-Yukariya Yaklasim

Nano Olgek Arahg:
(1nm - 100 nm)

Nanopartikil

- Daha Diisiik Kalite = Daha Yiiksek Kalite
- Daha Hizh Uretim « Daha Yavasg Uretim
- Daha Dusiik Maliyet = Daha Yiksek Maliyet

Sekil 1.4. Nanopartikiil sentezi 6zetleyen diyagram

1.5.1. Nanoteknolojinin Tarihcesi

Nanopartikiiller ve nanoyapilar, MS 4. yiizyilda Romalilar tarafindan kullanilmig
ve antik diinyada nanoteknolojinin en dikkat c¢ekici orneklerinden birini ortaya
koymustur. British Museum koleksiyonunda yer alan Lycurgus kupasi, antik cam
is¢iliginin en olaganiistii basarilarindan birini temsil etmekte ve dikroik camin bilinen en
eski Ornegi olarak kabul edilmektedir. Dikroik cam, belirli 151k kosullarinda renk
degistiren 6zel bir cam tiirtidiir. Bu 6zellik, Lycurgus kupasinin iki farkli renge sahip
oldugu anlamina gelir: dogrudan 151k altinda yesil, 1s5181n camdan gectigi durumlarda ise
kirmizi-mor bir goriiniim sergiler.1990 yilinda bilim insanlari, bu dikroizm olgusunu
aciklayabilmek icin Lycurgus kupasini transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile
analiz etmislerdir (I. Freestone vd., 2007). Gozlemler, kupadaki dikroizm 6zelliginin ¢ap1
50-100 nm arasinda degisen nanopartikiillerin varligindan kaynaklandigin1 ortaya
koymustur. X-151n1 analizleri, bu nanopartikiillerin yaklasik %7:3 oraninda glimiig-altin
alasgim1 oldugunu ve ayrica bir cam matriste dagilmis yaklasik %10 oraninda bakir
icerdigini gdstermistir (Schaming & Remita, 2015). Altin nanopartikiilleri, 151k emilimi
sonucu yaklasik 520 nm dalga boyunda kirmizi bir renk iiretirken, kirmizi-mor renk daha
biiyiik partikiiller tarafindan gerceklestirilen emilimden kaynaklanir. Yesil renk ise >40

nm boyutundaki giimiis nanopartikiillerinin kolloidal dispersiyonlariin 1s1k sagmasiyla
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iliskilendirilmistir. Bu  Ozellikleriyle Lycurgus kupasi, en eski sentetik
nanomalzemelerden biri olarak kabul edilmektedir. Benzer etkiler, orta cag kilise
pencerelerindeki parlak kirmizi ve sari renklerin olusumunda da gozlemlenmistir. Bu
renkler, altin ve glimiis nanopartikiillerinin cama kaynasmasi sonucu meydana gelmistir.
9-17. yiizyillar arasinda Islam diinyasinda ve daha sonra Avrupa’da kullanilan parlak ve
1s1ltili "partltili" seramik sirlari, glimiis, bakir veya diger nanopartikiiller igermekteydi (1.
C. Freestone vd., 2003). 16. yiizyilda italyanlar, Ronesans ¢anak ¢omleklerini iiretirken
nanopartikiillerden faydalanmis ve bu siirecte Osmanl tekniklerinden etkilenmislerdir.
13. ve 18. ylizyillar arasinda iiretilen "Sam" kili¢ bigaklari, mukavemet, esneklik ve
keskin bir kenar tutma yetenegi saglamak amaciyla sementit nanotelleri ve karbon
nanotiipleri igeriyordu (Reibold vd., 2009). Bu renkler ve malzeme 6zellikleri kasith
olarak iiretilmis olsa da Orta ¢ag sanatgilart ve zanaatkarlar1 bu etkilerin nedenlerini
bilimsel olarak aciklayamamislardir.1857 yilinda Michael Faraday, "yakut altini”
olusturan kolloidal siispansiyonlarin hazirlanmasini ve 6zelliklerini incelemistir. Altin
nanopartikiillerinin benzersiz optik ve elektronik o6zellikleri, onlar1 en ilging
nanopartikiillerden biri haline getirmistir. Faraday, altin nanopartikiillerinin belirli
aydinlatma kosullarinda farkli renklerde ¢ozeltiler tiretebildigini gostermistir (Link & El-
Sayed, 1999).

1.5.2. Nanoteknolojinin Uygulama Alanlari

Son yirmi yili askin bir siiredir arastirmacilar, nano boyutlu malzemelerin
benzersiz 0Ozelliklerinden yararlanarak pek c¢ok alanda c¢igir acict calismalar
yuriitmektedir. Nanoteknoloji, bilgi teknolojisinden giivenlige, ulasimdan tibba, gida
tiretiminden c¢evre korumaya kadar genis bir yelpazede teknolojik ve endiistriyel
gelisimlere Onciiliikk etmektedir. Bu yenilik¢i alan, uzay arastirmalari, elektronik,
haberlesme ve savunma sanayi gibi kritik sektorlerde de onemli bir etkiye sahiptir

(Whitesides, 2005).

Nanotip, hastaliklarin teshis ve tedavisi i¢in nano 6lgekli teknikler kullanmaktadir.
Nanoteknoloji, goriintiileme teknikleri, tani araglari, ilag tasima sistemleri, doku
mihendisligi yapilari, implantlar ve farmasotik terapotikler dahil olmak {izere tip
alaninda genis bir uygulama potansiyeline sahiptir. Nanoskopik boyuttaki ila¢ tastyicilar
(lipozom, niyozom, dendrimer, nanopartikiil vb.) hastalikl1 hiicrelere hedefli ila¢ salimi

yaparak yan etkileri azaltir ve tedavi etkinligini artirir (Farokhzad & Langer, 2009).
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NANOTEKNOLOJI
UYGLAUMA ALANLARI
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Enerji

Sekil 1.5. Nanoteknolojinin bazi uygulama alanlar

Havacilik ve uzay calismalarinda, siirli miktarda yakit kullanimi, kullanilan
malzemelerin ve elektronik cihazlarin sicakliga ve radyasyona dayanikliligi gibi sorunlar
gorev siiresinin kisalmasiyla sonuglanmaktadir. Nanoteknolojik ¢alismalar ile beraber

daha az maliyetlerle daha dayanikl lirlinlerin gelismesine yol agabilir.

Tekstil endiistrisi nanoteknolojiden en c¢ok etkilenecek sektorlerin basinda
gelmektedir. Glinlimiizde burusmayan, leke tutmayan, 1s1y1 koruyan kiyafetler mevcut
olup; gelecekte veri depolayacak, gerektiginde ilgili birime haber verebilecek, enerji

uretebilecek tekstil tirtinleri tiretilecektir.

Elektronik ve bilisim sistemlerinde nanoteknoloji arastirmalarinin temel hedefi,
ekonomik ve yiiksek performansh cihaz ve malzemeler liretmektir. Bilisim ve iletisim
teknolojilerinde nanoteknoloji arastirmalar1 cihazlarda fonksiyonelligi ve kapasiteyi

arttirmis, cihazlar daha dayanikli, hafif ve kullanigli bir hale gelmistir.

Savunma alaninda nanoteknoloji uygulamalar1 iizerine arastirmalar, yogunluk
optik sistemlerde olmak tizere; nanomakineler, robotik sistemler, akilli malzemeler,
artirllmis gergeklik uygulamalari, insan hafizasini artirici bellekler, askerin performansini
artirict ilag ve dis iskelet sistemleri, nanoelektronik, zirh teknolojisi, akilli kiyafet, biyo
uyumlu protez ve implant, yapay doku-organ-kas uygulamalari, kuantum bilgisayarlar ve

iletisim sistemleri lizerine artig gostermektedir.

Ulkeler yenilenebilen, giivenli ve ucuz enerji kaynaklarma sahip olmak isterler.

Artan niifus ve sanayi alanindaki gelismelerle birlikte geleneksel enerji kaynaklarinin
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rezervleri hizla azalmakta ve yakin zamanda tlikenecegi ongoriilmektedir. Artan enerji
gereksinimi nedeniyle siirdiiriilebilir ve temiz enerji kaynaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Enerjinin verimli sekilde iiretilmesinde, depolanmasinda ve kullanilmasinda

nanoteknolojinin olumlu etkileri géz ard1 edilemez (Haleem vd., 2023).
1.6. fla¢c Tasima Sistemleri

Ilag tasima sistemleri, terapétik ajanlarin viicutta istenilen doku veya hiicrelere
giivenli, kontrollii ve etkin bir bigimde ulastirilmasini amaglayan ileri farmasétik ve
biyoteknolojik yaklagimlardir. ila¢ tasima sistemlerini konvansiyonel ve yenilik¢i
sistemler olarak ikiye ayirabiliriz. Konvansiyonel ilag tasima sistemlerinde etkin
maddenin dolagima girdikten sonra hedef dis1 dokulara dagilmasi, hedef bolgeye yeterli
konsantrasyonda ulasmamasi, hizli metabolize edilmesi, istenmeyen yan etkiler
olusturmas1 konvansiyonel ila¢ tasima sistemlerinin klinik etkinligini sinirlayan baglica
faktorlerdir. Ilag tasima sistemleri, ilacin farmakodinamik ve farmakokinetik 6zelliklerini
iyilestirerek terapotik indeksi arttirmayir hedefler. Yenilik¢i ilag tasima sistemleri,
ozellikle nanoteknoloji temelli ilag tasiyict sistemler konvansiyonel ilag tasima sisteminin
klinik etkinligini simirlayan faktorleri optimize etmeyi amaclamaktadir. Nano tastyici
sistemler, daha diisiik dozlarda daha yiiksek terapotik etki, ilaci hedef dokuya
yonlendirme, ayarlanabilir partikiil boyutu ve ylizey modifikasyonu 6zellikleri sayesinde
modern ilag¢ gelistirme ve hedefli tedavi stratejilerinde 6nemli bir konuma sahiptir. Bu
gelismeler, nanoteknolojinin tiptaki kullanim alanlarini genisletmis ve ozellikle ilag
tasima ve dagitim sistemlerine yonelik caligmalarin hizla artmasina zemin hazirlamistir

(Allen & Cullis, 2004).
1.7. Nano ila¢c Tasima ve Salimm Sistemleri

Nano ila¢ tasima ve salinim sistemleri, ilaglarin hedeflenen doku ve hiicrelere
giivenli ve etkili bir sekilde ulagtirllmasini amaglayan nanotasiyict sistemler ile
sistemlerin  salimim  kinetiklerini inceleyen bir alandir. Konvansiyonel ilag
uygulamalarinda etkin maddenin hedef dokuya spesifik olarak yonlendirilmemesi, doz
siirlamalari ve yan etki risklerinin artmasina yol agmaktadir. Bu dezavantajlarin 6niine
gecmek amaciyla ilacin korunmasini saglayan, hedefe yonelik dagilimi miimkiin kilan ve
biyoyararlanimi artiran ilag¢ tagima sistemleri gelistirilmistir (Scicluna & Vella-Zarb,

2020).
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Avrupa Komisyonu tarafindan “nanomalzemeler” teriminin tanimi, yalnizca 1—
100 nm 6lgek araligindaki yapilarla smirli degildir. Ozellikle tip alaninda, 1.000 nm’ye
kadar olan tastyict sistemler “nanotasiyicilar” olarak adlandirilmaktadir. Nanotasiyict
kavrami; boyut araligi (1-1.000 nm) ile birlikte “islevsellik” 6zelligini de igerecek sekilde
ele alimmistir. Temel olarak, herhangi bir alt yap1 veya malzeme, bagka bir maddeyi i¢ine
alabilmesi, kapsiillenebilmesi ya da kimyasal olarak baglayabilmesi durumunda
nanotasiyici islevi gorebilmektedir (Etheridge vd., 2013). Nanotasiyict sistemler, ilacin
fizikokimyasal  Ozelliklerini  iyilestirerek  biyolojik  bariyerlerin  asilmasini
kolaylastirmakta ve hedef dokuda kontrollii salim imkani sunmaktadir. Nano tastyicilarin
yiizey Ozelliklerinin modifiye edilebilmesi, hedefleme ligandlarinin baglanmasina olanak
taniyarak hiicre ve doku diizeyinde secici dagilim saglamaktadir. Ayrica yiiksek yilizey
alani/hacim oranlar1 sayesinde ila¢ yiikleme kapasitesi artirilabilmekte ve ilacin dolasim
stiresi uzatilabilmektedir. Bu 6zellikler, yan etkilerin azaltilmasina ve terapotik etkinligin
artirtlmasina 6nemli katkilar sunmaktadir. Nanotasiyic1 sistemler; yapisal ozellikleri,
tastyict materyalin tiirii ve ilag salim mekanizmalarina gore farkli gruplar altinda
siiflandirilmaktadir. Bu sistemler arasinda lipozomlar, niyozomlar, polimerik
nanopartikiiller, polimerik miseller, dendrimerler ve inorganik nanopartikiiller 6ne
cikmaktadir. Her bir nanotasiyici sistem, ilacin tiiriine ve hedeflenen terapotik
uygulamaya bagl olarak farkli avantajlar sunmakta olup, uygun sistemin se¢imi tedavi

basarisini dogrudan etkilemektedir (Torchilin, 2005).
1.7.1. Kontrollii fla¢c Dagitim Sistemleri

Biyoteknoloji ve farmasotik alanlarda ilacin etki gosterecegi biyolojik yapilara
taginmast ana sorunlardan biridir. Bu nedenle ilag¢ tasiyict sistemler, arastirmacilarin
ilgisini ¢eken bir alan olmustur. Yapilan ¢aligmalar sayesinde spesifik ilag tasiyici
sistemler gelistirilmistir. Bu sistemler, biyoaktif ajanlarin kimyasal reaksiyonda belli
hizda belli bir yapiya spesifik olacak sekilde salinmasiyla islev gostermektedir (Peer vd.,
2007).

Giiniimiizde kullanimda olan ilaglarin 6nemli bir boliimii, hedef hiicrelere ulasma
stirecinde hidrofobik bdélgelerde istenilen farmakolojik etkiyi yeterli diizeyde
gosterememektedir. Ayn1 zamanda ilaglarin hedef doku disinda tiim viicutta etkisini
gostermesi ve ilaglarin etki siiresinin kontrol edilememesi tedavi siirecini olumsuz

etkilemektedir. Bir diger 6nemli sorun ise etken maddenin biyolojik bariyerleri agarak
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hedef bolgeye yeterli miktarda ulasamamasidir. Etken madde kullaniminda karsilasilan
bu smirliliklarin  giderilmesinde nanoteknoloji temelli yaklagimlar c¢esitli ¢6ziim
stratejileri sunmaktadir. Nano tasiyicilarin gelistirilmesi sayesinde kan-beyin bariyeri,
solunum sistemindeki bronsioller ve derideki siki baglantilar gibi gesitli anatomik ve
biyolojik yapilar asilarak ilaglarin hedef dokuya ulastirilmasi saglanmaktadir (Blanco vd.,

2015).

Nanoteknoloji temelli ilag tasima sistemleri, farkli hastalik gruplarinda kullanilan
cesitli terapotik ajanlarin etkinligini artirmak amaciyla yaygin olarak uygulanmaktadir.
Kanser arastirmalarinda ve as1 gelistirme c¢alismalarinda modifiye edilmis ve
fonksiyonlastirilmis nano-ilag tasima sistemlerinin etkinligi konusunda c¢alismalar
bulunmaktadir. Ozellikle kanser tedavisinde kullanilan doksorubisin, paklitaksel ve
sisplatin gibi kemoterapétik ajanlar; lipozom, polimerik nanopartikiil ve altin
nanopartikiil gibi nanotasiyici sistemler ile hedef dokuya yonlendirilerek sistemik
toksisiteleri azaltilmaktadir. Bu sistemler, etken maddenin dogrudan timor dokusuna
yonlendirilmesini saglayarak saglikli dokular lizerindeki sistemik toksisiteyi azaltmakta
ve terapotik indeksi anlamli Olglide genisletmektedir. Norodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde ise levodopa, dopamin agonistleri ve c¢esitli noroprotektif molekiillerin
etkinligi biiyiikk oOlclide kan-beyin bariyerinin (KBB) asilabilmesine baghdir.
Nanopartikiiler tagiyict sistemler, KBB’yi gecebilme yetenekleri sayesinde bu ajanlarin
serebral dokudaki biyoyararlanimimi artirarak tedavi etkinliine katki saglamaktadir.
Bununla birlikte nanoteknolojik ilag tasima yaklasimlar1 yalnizca onkoloji ve ndroloji
alanlariyla simirlt kalmamakta; diyabet tedavisinde instilinin kontrollii salinimi, solunum
yolu hastaliklarinda kortikosteroidlerin lokalize iletimi ve antiviral tedavilerde niikleik
asit temelli ajanlarin hedef dokuya 6zgiil tasinmasi gibi bir¢ok alanda yenilik¢i ¢oziimler
sunmaktadir. Sonu¢ olarak nano-ilag tagima sistemleri, kontrollii salinim ve hedefe
yonelik iletim mekanizmalar1 araciligiyla modern tipta ¢cok boyutlu ve yiiksek etkinlige

sahip bir tedavi paradigmasi olusturmaktadir (Saraiva vd., 2016).

Lipid nanopartikiiller (kati-lipid nanopartikiiller, lipid nano-emiilsiyonlar,
nano yapilt lipid tastyicilar), lipozomlar, miseller, dendrimerler, polimerik sistemler,
nanokristaller, silika nanopartikiiller, metalik nanopartikiiller, metal oksitler ve karbon
bazl1 nanopartikiiller (karbon nanotiipler, kuantum noktalari, fullerenler) onemli tastyict

sistemlerden bazilaridir.
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1.7.2. Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller, 10-100 nm boyut araliginda, kat1 koloidal yapiya sahip
nanokiireler ve nanokapsiiller olarak iki gruba ayrilmaktadir. Bu nanopartikiiller, sentetik
hidrofobik veya dogal hidrofilik polimerlerden olusmaktadirlar. Sentetik polimerlere
polilaktik asit, polimetil, polistiren drnek olarak verilirken; dogal hidrofilik polimerler
arasinda proteinler, jelatin, alblimin 6rnek teskil etmektedir. Polimerik nanopartikiillerin
iiretim teknikleri kolaydir, fizyolojik ortamda pargalanabilirler ve par¢alanma iirtinleri
toksik degildir. Oral yolla ilag alimlarinda biyoyararlanimi yiiksektir. Rebinyn, Eligard,
Adagen gibi ilaglar ticari olarak kullanima sunulmus polimerik nanopartikiil ilag

formiilasyonlarina 6rnektir (Danhier vd., 2012).
1.7.3. Dendrimerler

Dendrimerler, bir c¢ekirdek, c¢ekirdek etrafindaki dallanma birimleri ve
fonksiyonel grup olarak adlandirilan ylizey gruplarindan olusan polimerik ilag tasiyict
sistemlerdir. Dendrimerler, biyouyumlu, monodispers, membran etkilesimi ve
farmakokinetik 6zellikleri gibi gelismis fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahiptir. Saglik
alaninda kullanilan 50’den fazla dendrimer bulunmaktadir. Poliamidoamin (PAMAM)
dendrimer, Polipropilenimin (PPI) dendrimer, Poli-l-lizin (PLL) dendrimer ve karbon
silan dendrimer gibi tiirleri bulunmaktadir. VIVA GELTM, DEP® irinotecan, DEP®
docetaxel/DTX-SPL8783 gibi ilaglar ticari olarak kullanilan dendrimer-ilag

formiilasyonlarina 6rnektir (Tomalia vd., 1985).
1.7.4. Nanokristaller

Nanokristaller ¢6ziicli icermeyen nm boyutundaki kristal ozelliklere sahip kati
parcaciklardir. Coziiniirliigli az organik ve inorganik maddelerin ¢oziiniirliigiinii ve
biyoyararlanimini arttirmak, farmakokinetik 6zelliklerini gelistirmek i¢in nanokristaller
kullanilmaktadir. Nanokristaller aktif bir c¢ekirdek ve bu ¢ekirdegi dis etkenlerden
koruyan bir membrandan olugmaktadir. Nanokristaller diger nanotasiyicilar ile
kiyaslandiginda yiiksek oranda suda ¢oziintirliige ve ¢oziinme hizina sahiptirler. Coziicii
icermemeleri sebebiyle sitotoksik etkileri olduk¢a azdir. Manyetik nanokristaller
genellikle antitiimoral ilaglarin, katyonik nanokristaller ise genel olarak oftalmik ilaglarin
tasima sistemi olarak kullanilmaktadir (Miiller vd., 2011). EquivaBone®, Invega

Sustenna, NanOss® ticari olarak kullanilan nanokristal ila¢ formiilasyonlarina 6rnektir.
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1.7.5. Silika Nanopartikiiller

Silika nanopartikiiller mezo-gozenekli silika nanopartikiiller ve kserojeller olarak
siniflandirilir. Mezo-gozenekli silika nanopartikiiller, 2-50 nm boyutta i¢i bos kanallara
sahip petek benzeri gozenekleri olan nanopartikiillerdir. Gozenek boyutlarinin
farklilagabilmesi ilaglarin ¢oziinmesini saglar ve ilag molekiillerinin kristallesmesini
engellemektedir. Fenitoin, sisplatin, doksorubisin kserojellere yiiklenebilen ilag

ornekleridir (Mamaeva vd., 2013)
1.7.6. Metalik Nanopartikiiller

Metalik nanopartikiiller, nm boyuttaki metal elementlerdir. Metalik
nanopartikiiller farkl1 elektronik ve optik dzelliklere sahiptirler. ilag tasinmasi, tan1 ve
goriintiileme gibi cesitli uygulamalarda kullanilirlar. Metalik nanopartikiiller igerisinde
glimiis ve altin nanopartikiilleri ila¢ tasima sisteminde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Bharatia vd., 2023).Acticoat®, SilvaSorb® ve Verigene® kullanimda olan metalik

nanopartikiil-ilag formiilasyonlarina érnektir.
1.7.7. Metal Oksitler

Nano boyuttaki metal oksitler, ¢inko oksit, demir oksit ve titanyum dioksit olmak
tizere, ilag, kozmetik maddeler ve farmasotik maddelerin tasinmasinda yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Cinko oksit nanopartikiiller, antikanser, antidiyabetik, antibakteriyel,
antiinflamatuar ve antifungal etkinligi gosteren metal oksit nanopartikiilleridir. Demir
nanopartikiilleri, manyetik rezonans goriintiilemede kontrast arttirici ajanlar olarak
kullanilmasinin yani sira ila¢ tasima sistemi olarak da kullanilmaktadir. Nanotherm® ve
Feridex®/Endorem® kullanimda olan demir oksit nanopartikiil ila¢ formiilasyonlarina

ornektir (Rai vd., 2009).
1.7.8. Karbon Bazh Nanopartikiiller

Karbon nanotiipler, kuantum noktalar1 ve fullerenler ila¢ tagima sisteminde
kullanilan toksisitesine iliskin ciddi siipheler bulunan karbon bazli nanopartikiillerdir.
Karbon nanotiipler karbon atomlarinin bir araya gelmesiyle olusan tek duvarli ve ¢ok
duvarli olmak {iizere iki tipi bulunan karbon bazli nanopartikiillerdir. Kuantum noktalari,
kadmiyum veya cinkonun kalkojenitlerinden elde edilen 2-10 nm arasinda boyutlara

sahip nanoparcaciklardir. Fullerenler, karbon atomlar1 iceren farkli boyutlarda simetrik
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kafesli yapilardir. Goriiniir 1518a maruziyette oksijen iiretebilmekte ve bu ozellikleri

dolayisiyla fotodinamik tedavide yaygin olarak kullanilmaktadir (Bianco vd., 2005).
1.7.9. Lipid Nanopartikiiller

Lipid nanopartikiiller, sulu ortamda tek bir ylizey aktif madde ve lipid ¢ekirdege
sahip lipofilik sistemlerdir. Dermal, transdermal uygulamalarda ilag tasiyici sistemler
olarak kullanilmaktadir. Kati1 lipid nanopartikiiller, lipid nano-emiilsiyonlar ve nano
yapil lipid tastyicilar 6nemli lipid nanopartikiilleridir. Kati lipid nanopartikiilleri, oda
sicakliginda kati halde bulunan lipidler, emiilgatorler, aktif farmasotikler ve ¢oziiciilerden
olusan hem lipofilik hem de hidrofilik ilaglar tasinabilen nanotasiyict sistemlerdir. Lipid
nano-emiilsiyonlar, su veya yagin bagka bir yag veya su i¢inde nano boyutlu damlaciklar
halinde dagildig1 heterojen, 50-500 nm arasinda damlacik boyutlarina sahip, biyouyumlu
ve kolay parcalanabilen nanotasiyici sistemlerdir (Mehnert & Méder, 2001).

1.7.10. Lipozom

Lipozomlar, fosfolipitler ve kolesterolden sentezlenen, ¢ift tabakali membran
yapisina sahip kiiresel nanotastyici sistemlerdir. Bu yapilar, iiretimlerinde kullanilan lipid
tiiriine ve bilesimine bagl olarak farkli fizikokimyasal 6zellikler sergileyebilmektedir.
Dogal lipid molekiillerinden olusmalar1 sayesinde biyouyumluluklar1 yiiksek olup, kan
dolasiminda nispeten uzun siire kalabilmektedirler. Cesitli kapsiilleme teknikleri
kullanilarak antikanser ilaglarin lipozomlar araciligiyla taginmasina yonelik ¢cok sayida
calisma rapor edilmistir. Lipozomal ilag tasima sistemlerinin, etkin maddenin saglikli
dokulara zarar vermeden hedeflenen tiimor dokusuna yonlendirilmesini sagladig:

bilinmektedir (Torchilin, 2005b).
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Sekil 1.6. Bazi nano dagitim sistemlerinin sematik yapilari

1.8. Niyozom

Niyozomlar lipit bilesikler (kolesterol veya L-a-soya fosfatidilkolin) ve iyonik
olmayan yiizey aktif maddelerden olusan vezikiiller nano tastyicilardir. Lipit bilesikler,
niyozomlara uygun vezikiiler morfoloji saglamak ve yapisal stabiliteyi arttirmak
amactyla kullanilir. Iyonik olmayan yiizey aktif maddeler ise niyozom olusumunda temel
rol oynamaktadir. Niyozom formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilan iyonik olmayan
ylzey aktif maddeler arasinda Span serisi (Span 20, 40, 60, 80 ve 85), Tween serisi
(Tween 20, 40, 60 ve 80) ile Brij serisi (Brij 30, 35, 52, 58, 72 ve 76) yer almaktadir
(Ruckmani & Sankar, 2010).

Yiizey aktif madde sec¢imi, hidrofilik-lipofilik denge (HLB) ve kritik paketleme
parametresi (CPP) degerlerine baglidir. Hidrofilik-lipofilik denge (HLB), yiizey aktif
madde se¢iminde yol gosterici olarak kullanilan, boyutsuz bir parametre olup ila¢ tutma
veriminin kontroliinde énemli bir rol oynamaktadir. Iyonik olmayan yiizey aktif maddeler
icin HLB degeri 0 ile 20 arasinda degismekte; diisiik HLB degerleri lipofilik, yiiksek HLB
degerleri ise hidrofilik karakteri ifade etmektedir. HLB degeri 3—8 araliginda olan yiizey
aktif maddeler, cift tabakali vezikiiler yapilarin hazirlanmasi i¢in uygun kabul
edilmektedir. Kritik paketleme parametresi (CPP), yiizey aktif maddenin farkli agregat

yapilari olusturma egilimini tanimlamaktadir. Buna gore;
. CPP <1/3 degerlerinde kiiresel miseller,

. 1/3 <CPP <1/2 araliginda kiiresel olmayan miseller,
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. 1/2 <CPP <CPP araliginda ¢ift tabakali vezikiiller

. CPP > 1 degerlerinde ise ters miseller olusmaktadir.
Niyozomlar boyutlarina gore;

1. Kiigiik tek katmanl vezikiiller (SUV) (10-100 nm)
2.Biiytik tek katmanli vezikiiller (LUV) (100-3000 nm)
3.Cok katmanli vezikiiller (MLV) (300-5000 nm)

Olmak tizere ii¢ kategoriye ayrilirlar (Israelachvili vd., 1976).

Niyozomlarin Boyutlarina Gore
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Sekil 1.7. Niyozomlarin boyutlarina gore siniflandirilmasi

Niyozomlar; biyouyumlu ve biyobozunur yapilar, diisiik toksisite profilleri
sayesinde etkin ilag tasiyici sitemler arasinda yer almaktadir. Uzun siireli depolama
stabilitesi gostermeleri, bu sistemlerin farmasétik uygulamalardaki kullanimini
destekleyen onemli 6zelliklerdir. Vezikiiler bir tasiyici sistem olan niyozomlar, ilacin
kontrollii, diizenli ve siirdiiriilebilir bir sekilde salinmasini saglamaktadir. Bununla
birlikte, hidrofilik, lipofilik ve amfifilik ozellikteki ilag molekiillerini tagiyabilme
yetenekleri sayesinde farkli ¢oziintirliik profillerine sahip etkin maddeler i¢in genis bir
formiilasyon esnekligi sunmaktadir. Ayrica, enkapsiile edilen ilacin fizikokimyasal
stabilitesini artirabilmekte ve uygun formiilasyon stratejileri ile kan-beyin bariyerinin
astlmasina katki saglayarak etkin maddelerin beyin dokusuna hedefli taginmasina olanak
tanimaktadir. Niyozomlarin hazirlanmasinda; transmembran pH gradyan yontemi, ters

faz buharlastirma, eter enjeksiyon yontemi, sonikasyon ve ince film hidrasyon gibi gesitli

23



yontemler mevcuttur. Bu yontemler arasinda en sik kullanilan yontem ince film hidrasyon

yontemidir (Gharbavi vd., 2018).
1.8.1. Niyozomlarin Avantajlar

Niyozomlar lipid bazli tasiyici sistemlere alternatif olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Biyouyumluluklari, iiretim kolayliklar1 ve ¢ok yonlii kullanim alanlar1 sayesinde
farmasotik ve biyomedikal uygulamalarda genis bir ilgi gormektedir. Niyozomlar,
biyolojik olarak pargalanabilir, biyouyumlu, immiinojenik olmayan ve diisiik toksisite
profiline sahiptirler. Bu 6zellikler, niyozomlarin hasta uyumlulugunu artirmakta ve uzun
sireli tedaviler icin giivenli tasiyict sistemler olarak kullanilmalarint miimkiin
kilmaktadir. Ayrica ozmotik olarak aktif olmalar1 ve fizikokimyasal stabilitelerinin
yiiksek olmasi sayesinde, uygun kosullar altinda uzun siire depolanabilmeleri 6nemli bir
ustiinliik saglamaktadir. Niyozomlar, kapsiilledikleri ilaglar i¢in bir “rezervuar” gorevi
gorerek ilacin kontrolli, istikrarli ve siirdiiriilebilir bir sekilde salinmasina olanak tanir.
Bu durum, plazma ilag¢ diizeylerinde ani dalgalanmalarin Onlenmesine ve terapdtik
etkinligin uzatilmasina katki saglar. Vezikiiler yapilar sayesinde hidrofilik, lipofilik ve
amfifilik 6zellikteki ilag molekiillerinin ayni sistem iginde tasiabilmesi, niyozomlari
genis bir ilag yelpazesi i¢in uygun hale getirmektedir. Bununla birlikte niyozomlar,
kapstillenmis etkin maddenin kimyasal ve enzimatik bozunmaya karsi korunmasini
saglayarak ilacin stabilitesini artirir. Ozellikle transdermal uygulamalarda, stratum
corneum bariyerini agmay1 kolaylastirarak deriye niifuzu iyilestirdigi ve lokal ya da
sistemik biyoyararlanimi artirdigi gosterilmistir. Yiizey modifikasyonu yoluyla hedef
hiicrelere 6zgiilliigiin artirilmasi, ilacin sistemik temizlenmesini azaltarak terapotik
performansin yiikselmesine katki saglar. Ayrica, uygun yilizey diizenlemeleri ile
niyozomlarin kan-beyin bariyerini (KBB) agsma ve beyne ila¢ tasinmasinda potansiyel bir
ara¢ olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir. Niyozomlarin hidrofilik bas gruplarinda
bulunan fonksiyonel gruplar, ylizey modifikasyonunu nispeten kolay hale getirmekte; bu
sayede hedefleme, dolasim siliresinin uzatilmast ve hiicresel etkilesimlerin
diizenlenmesini miimkiin kilmaktadir. Vezikiil boyutu, yiizey yiikii, yiizey aktif madde
konsantrasyonu ve ilag yiikleme kapasitesi gibi formiilasyon parametrelerinin kontrol
edilebilir olmasi, niyozomlarin farkli terapotik ihtiyaglara gore optimize edilmesine
olanak tanir. Ek olarak, niyozomlarin oral uygulamalarda ilaglarin biyoyararlanimini

artirabildigi ve gastrointestinal ortamda etkin maddenin korunmasina katki sagladigi
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bildirilmektedir. Uretim acisindan degerlendirildiginde, noniyonik yiizey aktif
maddelerin tasinmasi ve depolanmasi 6zel kosullar gerektirmemekte; niyozom hazirlama
yontemleri ise genellikle basit, tekrarlanabilir ve bliyiik 6lgekli iiretime uygun siiregler
icermektedir. Bu durum, niyozomlarin endiistriyel uygulamalar i¢in ekonomik ve

uygulanabilir sistemler olmasini saglamaktadir (Moghassemi & Hadjizadeh, 2014).
1.8.2. Niyozom Hazirlama Yontemleri

Niyozomlar, noniyonik yiizey aktif maddelerin sulu ortamda kendiliginden
organize olarak cift tabakali vezikiiler yapilar olusturmasiyla elde edilen ilag tasiyici
sistemlerdir. Bu sistemlerin fizikokimyasal 6zellikleri; kullanilan yiizey aktif madde tipi,
kolesterol orani, hidrasyon ortami ve uygulanan hazirlama yontemine bagli olarak
degiskenlik gostermektedir. Niyozom hazirlama yontemleri genel olarak noniyonik
ylizey aktif maddelerin uygun bir hidrasyon ortaminda hidrate edilmesine dayanmaktadir.
Bununla birlikte, literatiirde niyozom {iretimi i¢in transmembran pH gradyan ydntemi,
lipit tabaka hidrasyonu, ters faz buharlastirma, eter enjeksiyonu, azot kabarciklandirma,
sonikasyon, enzimatik yontemler, tek gecis teknigi ve mikroakigskanlastirma gibi farkl

tekniklerin kullani1ldig bildirilmektedir (Larson & Ghandehari, 2012).
1.8.2.1. Lipit Tabaka Hidrasyon Yontemi

Lipit tabaka hidrasyon yonteminde, dncelikle noniyonik ylizey aktif maddeler ve
stabiliteyi artirmak amaciyla kolesterol gibi bilesenler, kloroform, metanol veya bunlarin
karisimi gibi ugucu bir organik ¢oziicii igerisinde ¢oziiliir. Elde edilen bu ¢ozelti, doner
buharlastirict yardimiyla diisiik basing altinda ¢6ziiciinlin uzaklastirilmasiyla yuvarlak
tabanli sisenin i¢ yiizeyinde ince ve homojen bir lipit tabaka olusturacak sekilde
kurutulur. Bu asamada ¢6ziiciiniin tamamen uzaklastirilmasi, elde edilecek niyozomlarin
stabilitesi acgisindan kritik Oneme sahiptir. Olusturulan kuru lipit filmi, genellikle
tamponlu bir sulu faz ile belirli bir sicaklikta hidrate edilir. Hidrasyon sirasinda ylizey
aktif madde molekiilleri kendiliginden organize olarak cift tabakali vezikiiler yapilar
olusturur ve ¢ogunlukla ¢ok katmanli niyozomlar meydana gelir. Elde edilen vezikiillerin
boyutu ve homojenligi; hidrasyon siiresi, sicaklik ve karistirma hizi gibi parametrelere
bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir. Gerekli durumlarda sonikasyon, ekstriizyon
veya yiiksek basingli homojenizasyon gibi ek islemler uygulanarak daha kiiclik boyut

dagilimina sahip niyozomlar elde edilebilmektedir. Lipit tabaka hidrasyon yontemi,
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niyozom iiretiminde basit, giivenilir ve genis 6l¢iide uygulanabilir bir teknik olarak dne
cikmaktadir. Yontemin sagladig1 esneklik, farkli ilag molekiillerinin kapsiillenmesine ve
formiilasyon parametrelerinin kontrol edilmesine olanak tanimaktadir. Bu 6zellikleri
sayesinde lipit tabaka hidrasyon yontemi, niyozomal sistemlerin gelistirilmesinde temel

bir yaklagim olarak 6nemini korumaktadir (Moammeri vd., 2023).
1.8.2.2 Transmembran pH Gradyan Yiontemi

Transmembran pH gradyan yontemi, niyozomlar igerisine Ozellikle zayif bazik
karaktere sahip ilaglarin etkin ve kontrollii sekilde yiiklenmesini saglayan gelismis bir
hazirlama teknigidir. Bu yontemin temelinde, niyozom vezikiiliiniin i¢ ve dis ortami
arasinda kontrollii bir pH farki olusturulmasi ve bu farktan yararlanilarak ilacin vezikiil
icine yonlendirilmesi yer almaktadir. Lipit tabaka hidrasyon yontemi kullanilarak bos
niyozom vezikiilleri hazirlanir ve niyozomlarin i¢ fazi asidik bir tampon cozelti ile
doldurulur. Daha sonra niyozomlarin dis ortamindaki asidik tampon, notr veya hafif bazik
bir tamponla degistirilerek vezikiil membrant boyunca bir pH gradyani olusturulur.
Olusturulan bu pH farki, zayif bazik Ozellikteki ila¢ molekiillerinin yiiksiiz formda
membran1 gegerek niyozomun i¢ fazina difiize olmasini saglar. Vezikiil igerisine giren
ilag molekiilleri, asidik ortamda protonlanarak yiikli hale gelir ve membrani geri
gecemedigi i¢in niyozom igerisinde hapsolur. Bu aktif yiilkleme mekanizmasi sayesinde,
transmembran pH gradyan yontemi pasif yiikleme yontemlerine kiyasla daha ytiksek
kapsiilleme verimi ve daha stabil ilag-niyozom kompleksleri olusturulmasima olanak
tanir. Yontemin etkinligi; pH farkinin biiytikliigi, inkiibasyon siiresi, sicaklik ve ilacin
pKa degeri gibi parametrelere bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir. Uygun
optimizasyon kosullarinda, ilacin s1zintis1t minimuma indirilerek uzun siireli ve kontrollii

salim profilleri elde edilebilmektedir (Torchilin, 2014).
1.8.2.3 Ters Fazli Buharlastirma Yontemi

Ters fazli buharlastirma yontemi yiizey aktif maddelerin organik faz igerisinde
¢Oziindiiriilmesi ve sulu faz ile emiilsiyon olusturulmasi esasina dayanmakta olup,
vezikiiler yapilarin kontrollii sekilde olusturulmasina olanak tanimaktadir. Ozellikle
hidrofilik ilaglarin kapsiillenmesinde sagladigi avantajlar nedeniyle, ters fazl
buharlagtirma yontemi niyozomal ilag¢ tasima sistemlerinin gelistirilmesinde énemli bir

yere sahiptir. Ters fazli buharlastirma yonteminde ilk olarak noniyonik yiizey aktif

26



maddeler ve stabiliteyi artirici bilesenler, genellikle kloroform veya dietil eter gibi ugucu
bir organik ¢oziicli icerisinde ¢Oziiliir. Ardindan kapsiillenmesi hedeflenen ilag
molekiiliinii igeren sulu faz, organik faza yavasca eklenerek su-yag (W/O) tipi bir
emiilsiyon olusturulur. Bu emiilsiyon, sonikasyon veya mekanik karistirma gibi
islemlerle stabilize edilir. Daha sonra organik ¢oziicti, diisiik basing altinda kontrollii bir
sekilde uzaklastirilarak sistemin faz davranist degistirilir ve emiilsiyon yapisi giderek ¢ift
tabakal1 vezikiillere dontislir. Organik ¢dziicliniin uzaklastirilmasi sirasinda yiizey aktif
madde molekiilleri yeniden diizenlenerek genis i¢ hacme sahip tek veya az katmanl
niyozomlarin olugmasii saglar. Bu ozellik, 6zellikle hidrofilik ilaglarin niyozom ig
fazinda daha yiiksek oranda tutulmasina olanak tanimaktadir. Yontemin etkinligi;
kullanilan ¢oziicli tipi, ylizey aktif madde/kolesterol orani, sonikasyon siiresi ve
buharlastirma kosullar1 gibi parametrelere bagli olarak degiskenlik gostermektedir (Karn

vd., 2013).
1.8.2.4. Eter Enjeksiyon Yontemi

Eter enjeksiyon ydntemi, noniyonik yiizey aktif maddelerin ucucu bir organik
¢oziicii igerisinde ¢ozlindiiriilmesi ve bu ¢ozeltinin 1sitilmis sulu faza enjekte edilmesi
prensibine dayanmaktadir. Noniyonik ylizey aktif maddeler ve stabiliteyi artirmak
amaciyla kolesterol gibi yardimci bilesenler genellikle dietil eter veya benzeri ucucu bir
organik ¢6ziicii icerisinde ¢oziillir. Hazirlanan bu organik faz, kontrollii bir hizda ve ince
bir akis halinde, genellikle 55-65 °C arasinda tutulan sulu faz icerisine enjekte edilir.
Enjeksiyon sirasinda organik ¢oziicii hizla buharlasir ve ylizey aktif madde molekiilleri
sulu ortamda kendiliginden organize olarak ¢ift tabakali vezikiiler yapilar olusturur. Bu
stirec sonucunda genellikle biiylik tek katmanli niyozomlar meydana gelmektedir.
Yontemle elde edilen niyozomlarin boyutu ve dagilimi; enjeksiyon hizi, igne ¢api, sulu
faz sicaklign ve ylizey aktif madde konsantrasyonu gibi parametrelere bagli olarak

degisiklik gosterebilmektedir (Jain vd., 2014).
1.8.2.5. Azotun Kabarciklandirilmas: Teknigi

Azot kabarciklandirma ydntemi, niyozomlarin hazirlanmasinda organik ¢oziicii
kullanimin1 en aza indirmesi nedeniyle dikkat ¢eken alternatif tekniklerden biridir. Bu
yontem, Ozellikle ¢oziicii kalintis1 riskinin azaltilmasmin hedeflendigi formiilasyon

caligmalarinda tercih edilmektedir. Bu yontemde noniyonik yiizey aktif maddeler ve
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kolesterol gibi yardimci bilesenler, dogrudan sulu bir ortamda belirli bir sicaklikta
¢Oziindiriiliir. Ardindan sistem igerisine kontrollii bir sekilde azot gazi verilerek siirekli
kabarcik olusumu saglanir. Azot kabarciklarinin olusturdugu mekanik etki ve karistirma,
ylzey aktif madde molekiillerinin ¢ift tabakali vezikiiler yapilara organize olmasina
katkida bulunur. Yontem sirasinda organik ¢oziicli kullanilmamasi, niyozomlarin toksik
kalint1 icermeden hazirlanmasina olanak tanir. Bu yontemde noniyonik yiizey aktif
maddeler ve kolesterol gibi yardimci bilesenler, dogrudan sulu bir ortamda belirli bir
sicaklikta coziindiiriliir. Ardindan sistem igerisine kontrollii bir sekilde azot gazi
verilerek siirekli kabarcik olusumu saglanir. Azot kabarciklarinin olusturdugu mekanik
etki ve karigtirma, yiizey aktif madde molekiillerinin ¢ift tabakali vezikiiler yapilara
organize olmasina katkida bulunur. Yontem sirasinda organik ¢dziicii kullanilmamasi,
niyozomlarin toksik kalinti igermeden hazirlanmasina olanak tanir. Elde edilen
niyozomlarin boyutu, gaz akis hizi, sicaklik ve ylizey aktif madde konsantrasyonuna bagl

olarak degisebilmektedir (Sou vd., 2008).
1.8.2.6. Sonikasyon Yontemi

Sonikasyon yontemi, niyozomlarin hazirlanmasinda tek basina bir tiretim teknigi
olarak kullanilabildigi gibi, siklikla diger yontemlerle elde edilen vezikiillerin
boyutlariin kiiciiltiilmesi amaciyla yardimci bir islem olarak uygulanmaktadir.
Sonikasyon isleminde, genellikle lipit tabaka hidrasyon yontemiyle elde edilen ¢ok
katmanli niyozom siispansiyonu, prob veya banyolu sonikatér yardimiyla ultrasonik
dalgalara maruz birakilir. Uygulanan enerji, biiylik ve ¢ok katmanli vezikiillerin daha
kiigiik ve daha homojen yapilar haline donlismesini saglar. Sonikasyon siiresi, uygulanan
giic ve sicaklik kontrolii; elde edilen niyozomlarin boyutu ve stabilitesi iizerinde
belirleyici etkiye sahiptir. Ancak asir1 sonikasyon, vezikiil biitiinliigiiniin bozulmasina ve

kapsiillenmis ilacin sizmasina yol acabilmektedir (Samed vd., 2018).
1.8.2.7. Mikroakiskanlastirma Yontemi

Mikroakiskanlastirma yontemi, niyozomlarin hazirlanmasinda modern ve ileri bir
teknik olarak ©ne ¢ikmakta olup, oOzellikle kontrolli boyut dagilimi ve yiiksek
tekrarlanabilirlik saglamasiyla dikkat ¢cekmektedir. Bu yontem, mikro 6lgekli kanallar
igcerisinde akiskanlarin kontrollii etkilesimine dayanmaktadir ve son yillarda nanotasiyici

sistemlerin liretiminde yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Mikroakiskanlagtirma
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yonteminde, noniyonik yiizey aktif maddeler ve sulu faz ayr akiglar halinde
mikrokanallar icerisine beslenir. Akiskanlarin kontrollii ¢arpismasi ve kesme kuvvetleri
sayesinde ylizey aktif madde molekiilleri diizenli bir sekilde organize olarak niyozomlari
olusturur. Bu yontemin en onemli avantaji, vezikiil boyutu, polidispersite indeksi ve
kapsiilleme verimi gibi parametrelerin hassas bir sekilde kontrol edilebilmesidir. Ayrica
mikroakigkanlagtirma, 6lgeklenebilir olmasi nedeniyle endiistriyel {iretime uyumlu bir

yaklasim sunmaktadir (Weber vd., 2012).

Lipit Tabaka Hidrasyon Yontemi
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Sekil 1.8. Lipit tabaka hidrasyon yontemi ile niyozom olusumu
1.9. Terpenler

Terpenler, bitkilerde yaygin olarak bulunan ve bes karbonlu izopren alt
birimlerinden olusan hidrokarbon bilesikleri grubudur. Bu bilesikler, genellikle ugucu
yaglarin ana bilesenleri olarak bulunur ve dogal iiriinlerin en biiylik siniflarindan biridir.
Terpenler, kimyasal olarak degisime ugradiklarinda "terpenoid" olarak adlandirilirlar.
Terpenler icerdikleri karbon sayilarina gére siniflandirilmaktadir. Temel birim olarak
kabul edilen on karbonlu (C10) monoterpen yapisi baz alinarak, icerdikleri karbon
sayillarima gore smiflandirilirlar. Terpen bilesiklerinin sistematik smiflandirmast;
seskiterpenler (C15), diterpenler (C20), sesterterpenler (C25), triterpenler (C30),
tetraterpenler (C40) ve (C40)'tan fazla karbon igeren politerpenler seklinde
siiflandirilmaktadir. 1960°da kesfedilen izopren, hemiterpen (CS5) kabul edilmistir
(Drasar & Khripach, 2021).
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1.9.1. Seskiterpen

Seskiterpenler, terpen ailesinin énemli bir alt grubunu olusturmakta olup, 15
karbon atomundan meydana gelen lipofilik ve genellikle renksiz dogal bilesiklerdir.
Yapisal acgidan yiiksek cesitlilik goOstermeleri, bu bilesiklerin biyolojik islevlerini
dogrudan etkilemektedir. Ozellikle siklik yaprya sahip seskiterpenlerin biyolojik aktivite
acisindan daha etkin formlar oldugu bildirilmektedir. Literatiirde seskiterpen
laktonlarinin biyosentezinin ayrintili sekilde karakterize edildigi ve ilag kimyas1 alaninda
yogun olarak arastirildig1 goriilmektedir. Asteraceae familyasina ait seskiterpen laktonlari
basta olmak tizere bu bilesikler, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve inflamatuvar
hastaliklar gibi bir¢cok patolojik durumda terapdtik potansiyel gostermeleri nedeniyle
farmasotik agidan biiyiik ilgi gormektedir. Geleneksel tip uygulamalarina yonelik
calismalar, seskiterpen laktonlarinin diyare, yaniklar, influenza ve sinir sistemi
bozukluklar1 gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde etkin bilesenler olarak kullanildigini
ortaya koymaktadir. Bu bilesiklerin antiinflamatuar etkilerinin yani sira, timor
hiicrelerine kars1 sitotoksik ve antitiimor aktivite sergiledikleri de literatiirde yaygin
olarak rapor edilmistir. Seskiterpen laktonlarini diger seskiterpenlerden ayiran temel
yapisal Ozellik, a-metilen-y-lakton halkas1 i¢ermeleridir. Ayrica bir¢ok seskiterpen
lakton, o,B-doymamis karbonil gruplart barindirmakta olup bu yapilarin biyolojik
aktivitede 6nemli rol oynadig1 diisliniilmektedir. Bu bilesikler; Acanthaceae, Apiaceae,
Euphorbiaceae, Lauraceae, Magnoliaceae ve Rutaceae gibi ¢ok sayida bitki familyasinda
tanimlanmis, biyolojik olarak aktif fitokimyasallarin genis ve yapisal agidan zengin bir
grubunu olusturmaktadir. Ug izopren biriminin kafa-kuyruk kondenzasyonu ile olusan
onciil yapilarin siklizasyon ve oksidatif donilisim basamaklarindan gegmesiyle
sentezlenen seskiterpen laktonlar, ugucu yaglarin 6nemli bilesenleri arasinda yer
almaktadir. Bu grup igerisinde yer alan farnesen, ilk olarak elma kabuklarinda
tanimlanmais ve bitkinin savunma mekanizmasinda rol oynadigi belirlenmistir. Farnesenin
Matricaria recutita L., Artemisia lavandulaefolia ve Asarum insigne gibi bitkilerde farkl
oranlarda bulundugu rapor edilmistir. Yapilan deneysel ¢calismalar, 6zellikle B-farnesenin
antioksidan, antifungal, antimikrobiyal ve antibakteriyel 6zellikler sergiledigini ortaya
koymustur. Ayrica farnesenin vazodilator etkisinin deneysel olarak gosterildigi
bildirilmektedir. Bir diger onemli terpen bilesigi olan terpinolen, cam balzami,
turunggiller, ardic ve Myristica tiirlerinden damitma yontemiyle elde edilen bir

monoterpendir ve genellikle aroma ve koku verici madde olarak kullanilmaktadir.
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Terpinolenin biyolojik etkileri, in vivo ve in vitro caligmalarla kapsamli sekilde
degerlendirilmistir. insan kan plazmasi ile gergeklestirilen inkiibasyon ¢alismalarinda,
belirli konsantrasyonlarin tizerinde terpinolenin LDL oksidasyonuna karsi koruyucu etki
gosterdigi  bildirilmistir. Ayrica noronal hiicre modellerinde yapilan ¢alismalar,
terpinolenin doza bagli olarak toplam antioksidan kapasiteyi artirabildigini ve oksidatif

stres parametrelerini modiile edebildigini ortaya koymustur (Sommano vd., 2020).
1.9.1.1. Farnesen

Farnesen, bitkisel u¢ucu yaglarda yaygin olarak bulunan ve seskiterpen sinifina
ait bir terpen bilesigidir. Dogada genellikle bitkilerin ¢cevresel stres faktdrlerine ve biyotik
tehditlere karsi gelistirdigi savunma mekanizmalarinin  bir parcast  olarak
sentezlenmektedir. Kimyasal yapist1 ve lipofilik karakteri nedeniyle biyolojik
membranlarla etkilesime girebilme kapasitesi, farneseni farmasétik ve biyomedikal
arastirmalar agisindan ilgi ¢ekici bir molekiil haline getirmistir. Literatiirde farnesenin
antioksidan, antibakteriyel ve antifungal aktiviteler sergiledigi gosterilmistir. Ozellikle B-
farnesen izomerinin, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler iizerinde hiicre membran
biitiinliiglinli bozarak antimikrobiyal etki olusturdugu bildirilmektedir. Bunun yani sira,
farnesenin reaktif oksijen tiirlerini (ROS) baskilayici etkisi sayesinde oksidatif stresle
iligkili hiicresel hasar1 azaltabildigi ifade edilmektedir. Literatiirde farnesenin
antioksidan, antibakteriyel ve antifungal aktiviteler sergiledigi gosterilmistir. Ozellikle -
farnesen izomerinin, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler lizerinde hiicre membran
biitlinliiglinli bozarak antimikrobiyal etki olusturdugu bildirilmektedir. Bunun yani sira,
farnesenin reaktif oksijen tiirlerini (ROS) baskilayici etkisi sayesinde oksidatif stresle
iligkili hiicresel hasar1 azaltabildigi ifade edilmektedir. Antikanser potansiyeli a¢isindan
degerlendirildiginde, farnesenin hiicre dongiisii diizenleyici proteinler lizerinde etkili
olabildigi ve bazi tiimdr hiicre hatlarinda proliferasyonu baskiladigi rapor edilmistir
(Edris, 2007). Norodejeneratif hastaliklar baglaminda ise, farnesenin antioksidan
kapasitesi dolayli olarak onem tasimaktadir. Parkinson hastaligi modellerinde temel
patofizyolojik mekanizmalardan biri olan oksidatif stresin azaltilmasinin, dopaminerjik
noronlarin korunmasinda kritik rol oynadig1 bilinmektedir. Bu ¢ercevede, farnesen iceren
ucucu yag fraksiyonlarinin MPTP ve 6-OHDA ile olusturulan deneysel Parkinson
modellerinde ndéroprotektif etkilere katki saglayabilecegi 6ne siiriilmektedir (Turkez vd.,

2013).
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Sekil 1.9. Farnesen molekiiliiniin kimyasal yapisi
1.9.1.2. Terpinolen

Terpinolen, monoterpenler sinifinda yer alan ve basta turunggiller, ardi¢ ve bazi
aromatik bitkiler olmak iizere birgok bitkisel kaynakta bulunan ugucu bir bilesiktir. Hos
aromatik karakteri nedeniyle gida ve kozmetik endistrisinde yaygin olarak
kullanilmasinin yani sira, biyolojik aktiviteleri nedeniyle farmakolojik arastirmalarda da
dikkat ¢ekmektedir. Terpinolenin antibakteriyel ve antifungal etkileri, 6zellikle hiicre
zarinda lipid peroksidasyonunu tetikleyerek mikroorganizmalarin canliligini azaltmasiyla
iligkilendirilmektedir. Cesitli calismalarda, terpinolenin Candida tiirleri ve bazi patojen
bakterilere karsi anlamli inhibisyon sagladigi bildirilmistir. Antioksidan kapasitesi
acisindan terpinolen, LDL oksidasyonunu baskilayabilen ve hiicresel redoks dengesini
koruyabilen bir monoterpen olarak tanimlanmaktadir. Noronal hiicre kiiltiirlerinde
yapilan deneyler, terpinolenin toplam antioksidan kapasiteyi artirabildigini ve oksidatif
stres kaynakli hiicre hasarimi sinirlayabildigini gostermistir. Bu 6zellik, Parkinson
hastalig1 patogenezinde merkezi rol oynayan mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif

stres mekanizmalariyla dogrudan iligkilidir (Aydin vd., 2013).

CHis

HaC CHs

Sekil 1.10. Terpinolen molekiiliiniin kimyasal yapisi
1.9.1.3. Alfa-Pinen

Pinen (CioHis), bisiklik yapiya sahip, cift bag iceren bir terpenoid hidrokarbon
olup, monoterpenler smifinda yer almaktadir. a-Pinen ve B-Pinen, yapisal olarak
birbirlerinin izomeri olup, dogada en yaygin bulunan monoterpenoidler arasinda yer

almaktadir. a-Pinen, renksiz, suda ¢Oziinmeyen; buna karsin yagda ve etanolde
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cozlinebilen organik bir sividir ve 155 °C kaynama noktasina sahiptir. a-Pinen; Pinus
tiirleri (¢cam), Salvia tiirleri (adagay1), Rosmarinus officinalis (biberiye), Helichrysum
tiirleri, Pistacia vera (fistik), siyah erik ve Cannabis sativa gibi basta igne yaprakli bitkiler
olmak tizere en az 40 farkli esansiyel yagin bilesiminde yer almaktadir. Literatiirde a-
Pinenin, antifungal, antiviral ve antimikrobiyal Ozellikler basta olmak iizere ¢esitli
farmakolojik aktivitelere sahip oldugu bildirilmektedir. Ayrica o-Pinenin; hiicre
dongiisiiniin  modiilasyonu, antioksidan ve antiinflamatuar etki ile apoptozun
indiiklenmesi gibi farkli molekiiler mekanizmalar araciligiyla antikanserojen aktivite
gosterdigi rapor edilmistir. Kiigiik hiicreli olmayan akciger karsinomuna kars1 a- ve f3-
Pinenin antikanser etkileri tanimlanmis; bunun yan1 sira meme kanseri ve 16semi hiicre
hatlarinda hiicresel proliferasyonu inhibe edici etkiler sergiledikleri bildirilmistir (Little

& Croteau, 2002).
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Sekil 1.11. a-Pinen molekiiliiniin kimyasal yapisi
1.9.1.4. Karvon

Karvon (CioH140), monoterpenoidler smifinda yer alan ve yapisinda keton
fonksiyonel grubu bulunan oksijenli bir terpen bilesigidir. Dogada R-(—)-karvon ve S-(+)-
karvon olmak iizere iki enantiyomer halinde bulunmakta olup, bu izomerler farkli bitki
tiirlerinde karakteristik aroma ve biyolojik 6zellikler gostermektedir. Karvon, ozellikle
kimyon, dere otu ve yesil nane gibi bitkilerin ugucu yaglarinda yiiksek oranlarda yer
almaktadir. Literatiirde karvonun antimikrobiyal, antifungal, antioksidan ve
antiinflamatuvar ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica karvonun, hiicre
proliferasyonunun baskilanmasi, oksidatif stresin modiilasyonu ve apoptozun
indliklenmesi gibi mekanizmalar araciligiyla antikanser potansiyel sergiledigi
gosterilmistir. Yapilan calismalar, karvonun farkli kanser hiicre hatlarinda hiicresel
biiylimeyi inhibe edici etkilere sahip oldugunu ve dogal kaynakli terapdtik ajanlar

arasinda degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir (Pina vd., 2022).
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2. KAYNAK OZETLERI

Sahoo ve ark. 2024 yilinda yapmis oldugu bir ¢aligmada terpenoidlerin kanser
tedavisinde kullanilabilecek potansiyelini ele aldiklar1 derleme ¢alismalarinda, bu dogal
bilesiklerin ¢esitli kanser tiirlerine karst umut verici antikanser etkiler sergiledigini
bildirmistir. Caligmada terpenoidlerin baslica etki mekanizmalarinin apoptozun
indiiklenmesi, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve anjiyogenez ile metastazin
baskilanmasi oldugu vurgulanmaktadir. Ayrica bazi terpenoidlerin, doksorubisin,
sisplatin, paklitaksel ve 5-florourasil gibi konvansiyonel kemoterapétik ajanlarla sinerjik
etki gosterdigi ve ilag direnci gelismis kanser hiicrelerine karsi da etkin oldugu
belirtilmistir. Bu bulgular terpenoidlerin kanser tedavisinde tamamlayici veya alternatif
antikanser ajanlar olarak degerlendirilme potansiyeline sahip oldugunu gdstermektedir

(Sahoo vd., 2024).

Guo ve meslektaglar1 2024 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada terpenoidlerin
antikanser potansiyelini mitokondriyal hiicre 6limi yolaklar1 odaginda inceleyen bir
derleme sunmuslardir. Calismada; seskiterpen, diterpen ve triterpen sinifi bilesiklerin
malign hiicrelerde mitokondri iizerinden apoptoz, otofaji, piroptoz, nekroptoz ve
ferroptoz gibi cesitli 6liim mekanizmalarin tetikleyebildigi vurgulanmaktadir. Yazarlar
terpenoidlerin klinik kullanimimi kisitlayan diisiik stabilite ve yetersiz biyoyararlanim
sorunlarina dikkat g¢ekerek bu engellerin asilmasinda kimyasal modifikasyonlar ve
kombinasyon kemoterapisi yaklagimlarinin kritik rol oynadigini belirtmislerdir. Sonug
olarak bu kapsamli inceleme terpenoidlerin mitokondri odakli yeni nesil antikanser
stratejilerinde temel bir bilesen olarak kullanilabilecegine dair giiclii bir bilimsel zemin

olusturmaktadir (Guo vd., 2024).

Mahmoud ve meslektaglar1 2018 yilinda yapmis oldugu bir ¢calismada kan-beyin
bariyerinin (BBB) gecirgenlik kisitlamalarin1 asarak glioblastoma tedavisinde etkinligi
artirmak amaciyla temozolomid yiiklii, akilli bir niosomal platform gelistirmislerdir. Bu
sistemde, temozolomid igeren niosomlarin ylizeyi, tiimor hiicrelerini segici olarak tanima
yetenegine sahip klorotoksin peptidi ile modifiye edilmistir. Arastirma sonuglar1 nano
Olcekli ve aktif hedefleme kapasiteli bu tasiyict sistemin ilacin beyin dokusundaki
birikimini yaklasik 3 kat artirdigin1i ve sistemik dolasim yoluyla diger organlara
dagilimin1 6nemli 6l¢ilide azalttigini kanitlamistir. Elde edilen veriler yiizeyi peptidlerle

fonksiyonellestirilmis nanotasiyicilarin  kan-beyin bariyerini ge¢mede ve beyin
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tiimdrlerine yonelik hedeflendirilmis kemoterapi uygulamalarinda stratejik bir avantaj

sundugunu ortaya koymaktadir (Mahmoud vd., 2018).

Varshney ve meslektaslart 2023 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada beyne
yonelik akilli ilag dagitim stratejilerini inceledikleri ¢alismalarinda niyozomlar1 yiiksek
stabilite ve biyoyararlanim sunan oncii lipid bazli nanovezikiiller olarak tanimlamislardir.
Arastirmada niyozomlarin kan-beyin bariyerini (BBB) gegebilme yetenekleri sayesinde
Ozellikle kompleks norolojik hastaliklarin tedavisinde stratejik birer nanotasiyici
platformu haline geldikleri vurgulanmistir. Bununla birlikte niyozomal sistemlerin
laboratuvar 6lgeginden klinik uygulamalara basariyla aktarilabilmesi i¢in formiilasyon
optimizasyonu, salim kinetiginin kontrolii ve endiistriyel 6l¢eklenebilirlik gibi kritik
asamalarin heniiz gelistirilmeye muhta¢ oldugu belirtilmistir. Sonug¢ olarak c¢alisma
niyozomlarin beyin hedefli yeni nesil tedavi yaklasimlarinda umut verici bir potansiyel
tasidigini, ancak ticarilesme siireci ig¢in kapsamli arastirmalarin gerekliligini ortaya

koymaktadir (Varshney vd., 2023).

Agarwal ve arkadaslar1 2018 yilinda yapmis oldugu bir c¢alismada suda
¢ozlnlirliigl diisiik olan morusinin biyoyararlanim kisitlamalarini agmak ve antikanser
etkinligini artirmak amaciyla niyozomal bir tasiyici sistem tasarlamislardir. Ince tabaka
hidrasyon yontemiyle hazirlanan Span 60 ve kolesterol tabanli bu niyozomal
formiilasyonun, morusini %97 gibi yiiksek bir verimle hapsettigi saptanmigtir.
Karakterizasyon c¢aligmalari; yaklasitk 479 nm boyutunda, homojen ve Kkiiresel
morfolojiye sahip niyozomlarin yiiksek biyouyumluluk sergiledigini gostermistir.
Arastirma bulgular1 niyozomal sistemin morusine gore daha iyi bir dagilabilirlik ve
kontrollii salinim profili sundugunu ortaya koymustur. Bu farmakokinetik avantajlarin
farkli kanser hiicre hatlar1 {izerinde serbest morusine kiyasla daha gii¢lii bir antitiimoral
etki sagladig1 belirlenmistir. Sonug olarak c¢alisma morusinin niyozomal tasiyicilar ile
sunulmasinin, hedefe yonelik kemoterapi stratejileri i¢in umut verici bir alternatif

oldugunu kanitlamaktadir (Agarwal vd., 2018).

Qian ve meslektaglariin 2025 yilinda yaptigi bir caligmada, geleneksel
kemoterapoétiklerin  kan-beyin bariyerini (BBB) asmadaki yetersizligi ve sistemik
toksisite risklerine ¢oziim olarak yiizeyi transferrin ile modifiye edilmis kurkumin yiikli
niyozomal bir platform gelistirmislerdir. Span 60 ve kolesterol temelinde hazirlanan bu
biyobozunur sistem BBB iizerindeki reseptorler araciliiyla transositozu tetiklemek ve

ilacin beyne iletimini optimize etmek amaciyla transferrin ile fonksiyonellestirilmistir.
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Arastirmadan elde edilen veriler hazirlanan transferrin-kurkumin-niyozom (TF-Cur-Nio)
kompleksinin glioma dokularina spesifik hedefleme sagladigini1 ve antitiimoral etkinligi
belirgin sekilde artirdigin1 gostermistir. Ayrica in vivo ¢alismalar bu sistemin yliksek
biyouyumluluk sergiledigini ve yan etkileri minimize ettigini dogrulamistir. Sonug olarak
caligma ligand modifikasyonuna dayali niyozomal nanotasiyicilarin, glioma tedavisinde
karsilasilan farmakolojik engelleri asmada stratejik bir yaklasim sundugunu

kanitlamaktadir (Qian vd., 2025).

Pourmoghadasiyan ve meslektaslar1 (2022), paklitaksel yiiklii niyozomal bir
sistem gelistirerek bu formiilasyonun meme kanseri hiicreleri {izerindeki sitotoksik ve
apoptotik etkilerini arastirmislardir. Box—Behnken tasarimiyla optimize edilen
niyozomlarin, 192 nm boyutunda ve %94,7 enkapsiilasyon verimliliginde oldugu; ayrica
pH bagimli kontrollii salim 6zelligi sergiledigi saptanmistir. Farkli meme kanseri hiicre
hatlarinda (MCF-7, T-47D, SKBR3 ve MDA-MB-231) yiiriitiilen in vitro analizler
niyozomal paklitakselin serbest ilaca oranla daha yiiksek antikanser etkinlik gosterdigini
kamtlamistir. Ozellikle Bax/Bcl-2 gen ekspresyon oranindaki artis, niyozomal tastyicinin
hiicreleri apoptoza sevk etmede stratejik bir avantaj sundugunu ortaya koymaktadir

(Pourmoghadasiyan vd., 2022).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

3.1.1. Kimyasallar

Tez ¢alismasi boyunca kullanilan tiim kimyasallar ve alindig1 firmalara ait bilgiler

Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 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®

L-Dopa Sigma-Aldrich®

Tripan Blue Thermo Fisher Scientific® (ABD)
Sitoklazin-B Chem cruz®(ABD)

PBS Sigma-Aldrich®

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

Etanol Sigma-Aldrich®
Gluteraldehit Sigma-Aldrich®

Kloroform Sigma-Aldrich®

Kolesterol Sigma-Aldrich®

Span 60 Sigma-Aldrich®

Hoechst 33258 Sigma-Aldrich®
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3.1.2. Cihazlar

Tez ¢alismasi boyunca kullanilan tiim cihazlarin marka ve modeline ait bilgiler

Tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.2. Arastirmada kullanilan cihazlarin marka ve modeline ait bilgiler

CO2’li Hiicre Kiiltiirii Inkiibatdrii
Santrifiij

Invert Mikroskop

Vorteks

Ultra Saf Su Cihazi

Masaiistii pH Metre

Sogutmal1 Santrifiij

Rotary Evaporator
Isitici-sogutucu Kuru Blok

Derin dondurucu — 86, Biiylik Boy
Su Banyosu

+4 Sogutucu

-20 Sogutucu

Otoklav

Analitik Terazi (0,0001)

Isitilict Manyetik Karistirict
Taramal1 Elektron Mikroskobu
Enerji Dagilim Spektroskopi
Zetaseizer

UV-vis spektrofotometre

ESCO Celculture

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

Millipore, Q-3W

Adwa, AD1000

Hettich, Universal 320R

Onilab RE100

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

Malvern Zetasizer Nano Series
Biotek EPOCH

3.1.3. Kullamilan Hiicre Hatlar

Tez ¢alismasi boyunca kullanilan hiicre hatlar1 cihazlar ve katalog numarasina ait

bilgiler Tablo 3.3.’de verilmistir.

Tablo 3.3. Arastirmada kullanilan hiicre hatlar1 cihazlar1 ve katalog numarasi

Kullanilan Hiicre Hatlar:

Katalog Numarasi

Insan Dermal Fibroblast Hiicre Hatt1 (HDFa)
Insan Néroblastoma Kanseri Hiicre Hatt1 (SHSY -

5Y)
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3.2. Metot
3.2.1. Niyozomal Nano Partikiillerin Hazirlanmasi

Span 60 ve kolesterol, 1:1, 1:2 ve 1:3 oranlarinda, bir ¢oziicii karisimi olan
kloroform ve metanol (9 ml, 2:1 hacim orani) igerisinde coziilerek birlestirilmistir.
Karigim, 50 ml'lik yuvarlak tabanli bir siseye aktarilip ,60°C'ye ayarlanmis bir doner
buharlastirici (Heidolph, Almanya) kullanilarak bir saat boyunca azaltilmig basing altinda
buharlastirilmistir. Buharlastirma sonucunda, sisenin i¢ yiizeyinde ince bir film olusumu
gbzlemlenmistir. Olusan ince film, 60°C'de 10 ml PBS (pH 7) ile yeniden sulandirilmaistir.
Yeniden sulandirilmis film, homojen bir dagilim saglamak amaciyla 7 dakika boyunca

bir prob sonikatdrii kullanilarak ultrasonik dispersiyona tabi tutulmustur.
3.2.2. Karakterizasyon

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile elementel analizler niyozomal nano
yapilar i¢in gerceklestirildi. Zeta potansiyel analizi partikiil biiylikliigii ve partikiil

polidispersite endeksini belirlemek i¢in bir Zetasizer kullanilarak belirlenmistir.
3.2.3. In vitro toksisite calismasi
3.2.3.1. SH-SYSY Hiicre Kiiltiirii

SH-SYS5Y noroblastoma hiicre hatt, retinoik asit (RA) kullanilarak néron benzeri
hiicrelere farklilastirilmis ve dogal terpenlerin in vitro toksisite calismasinda
kullanilmistir. Hiicreler, %10 fetal bovin serum (FBS) ile desteklenmis DMEM: F12
besiyeri ortaminda kiiltiire alinarak ¢ogaltilmistir. Farklilastirma islemi, hiicrelere 10 uM
retinoik asit iceren taze besiyerinin eklenmesiyle baslatilmistir. Ug giinliik inkiibasyon
stiresinin ardindan kiiltiirler fosfat tamponlu salin (PBS) ile ii¢ kez yikanmis ve hiicreler
DMEM: F12 besiyeri igerisinde inkiibasyona devam edilmistir. Hiicrelerin olgun néron
benzeri fenotipe farklilasmasi, morfolojik degisimlerin incelenmesi ve akis sitometri
sistemi kullanilarak gergeklestirilen hiicre dongiisii analizleri ile degerlendirilmistir. Akis
sitometri analizleri i¢in hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi amaciyla kiiltiir kaplarina 3 mL
tripsin-EDTA eklenmis ve kaplar 37 °C’de, %5 CO: atmosferinde 5 dakika siireyle
inkiibe edilmistir. Tripsin-EDTA aktivitesi, 6 mL taze DMEM: F12 besiyeri ilavesiyle
durdurulmustur. Elde edilen hiicre siispansiyonu nazik pipetaj ile homojenize edilerek 15

mL’lik santrifiij tiiplerine aktarilmis ve hiicreler 3.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek
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coktiiriilmiistiir. Santrifiij sonrast slipernatant uzaklastirilmis, hiicre peleti taze DMEM:
F12 besiyeri igerisinde yeniden siispanse edilmistir. Canli hiicre sayisinin belirlenmesi
amaciyla hiicre siispansiyonundan 25 pL alinarak 1:1 oraninda tripan mavisi ile
karigtirilmis; canli ve 6li hiicrelerin sayim1 Thoma lami kullanilarak 151k mikroskobu

altinda 100x biiyiitmede gerceklestirilmistir.
3.2.3.2. MTT analizi

MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir], canli hiicreler
tarafindan koyu mavi-mor renkli formazan kristallerine [(2E,4Z)-4,5-dimetiltiazol-2-il)-
3,5-difenilformazan] indirgenen sar1 renkli bir tetrazolyum tuzudur. Bu doniisiim,
yalnizca metabolik olarak aktif hiicrelerde bulunan mitokondriyal dehidrogenaz enzimleri
araciligiyla gerceklestiginden, hiicre canliliginin ve sitotoksisitenin degerlendirilmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Hiicre canliligi ve niyozomlara yiiklenen Farnesen,
Terpinolen, a-pinen, Karvon dogal terpenlerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaciyla, tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda (Cayman Chemical Company®, Ann
Arbor, MI, ABD) MTT canlilik testi uygulanmistir. Bu kapsamda, doniistiiriilmiis SH-
SYSY hiicreleri %10 fetal bovin serum (FBS) ve %] penisilin/streptomisin igeren taze
DMEM: F12 besiyeri kullanilarak 96 oyuklu hiicre kiiltiir plakalarina, her bir oyuga 1 x
10* hiicre diisecek sekilde ekilmistir. Hiicrelerin adezyon ve proliferasyonunun
saglanmas1 amaciyla plakalar, %5 CO: igeren ve 37 °C’de ayarlanmis hiicre kiiltiir
inkiibatoriinde 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan, niyozomlara
ylklenen dogal terpenlerin farkli konsantrasyonlar ti¢ tekrarli olarak hiicrelerin {izerine
uygulanmistir. Negatif kontrol grubu olarak herhangi bir kimyasal madde uygulanmayan
canli doniistiiriilmiis SH-SYSY hiicreleri kullanilirken, pozitif kontrol grubu Triton X-
100 ile muamele edilen hiicrelerden olusturulmustur. Uygulamanin ardindan hiicreler 24
saat siireyle inkiibe edilmistir. Siire sonunda, hiicrelerin iizerindeki eski besiyeri
uzaklastirilmig ve kiiltiir plakalar1 PBS ile nazik¢e yikanmistir. Her bir oyuga 10 uL MTT
reaktifi eklenmis ve plakalar 37 °C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda olusan formazan {riinlerinin absorbans degerleri, mikroplaka okuyucu

kullanilarak 590 nm dalga boyunda 6l¢lilmiistiir.

Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak hiicre canliligi, asagida verilen

formiile gore hesaplanmis ve doza bagl hiicre canlilig1 grafikleri olusturulmustur:

0 — Negatif kontrol Absorbansi— Ornegin Absorbanst
/0 Canhhk Negatif Kontrol Absorbansi— Pozitif Kontrol Absorbanst X 100 (1)
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3.2.4 Niyozomal nanopartikiillere dogal terpenlerin yiiklenmesi ve salinim

potansiyellerinin degerlendirilmesi

Dogal Terpenlerin (Farnesen, Terpinolen, a-pinen, Karvon) niyozomlar igerisinde
kapstillenme etkinligi, kapsiillenmemis dogal Terpen miktarinin belirlenmesiyle
degerlendirilmistir. Bu amagla, niyozomal karigimlar 4 °C'de, 4000 rpm hizinda 20
dakika boyunca santrifiij edilerek, serbest dogal terpenler siipernatanttan ayrilmistir.
Ayrilan siipernatant, Amicon Ultra santrifiij filtre {initesi (Millipore Merck) kullanilarak
toplanmistir. Serbest dogal terpenlerin optik yogunlugu her bir molekiiliin maksimum
tepe noktasi belirlenerek, niyozomal formiilasyona yiiklenen miktar bu tepe noktasinda
calisan bir UV-Vis spektrofotometresi (Ependroff® S580R santrifiij, Almanya) ile
Olciilmiistiir. ~ Siipernatanttaki serbest dogal terpen ’in konsantrasyonu belirlenmis,
kapsiillenmis ilacin miktar1 hesaplanmistir. Kapsiilleme etkinligi yiizdesi, baslangigtaki
dogal terpen konsantrasyonu (Ci) ile santrifiij sonrasi serbest dogal terpen konsantrasyonu

(Cf) karsilastirilarak hesaplanmustir.

3.2.5 Ilag yiiklii nano tasiyici sistemin in vitro parkinson hastalik modelinde

etkinliginin degerlendirilmesi
3.2.5.1. SH-SY5Y'den Olgun Noron Doniisiimii

SH-SYS5Y insan nodroblastoma hiicre hatti, 2 mM L-glutamin, penisilin (20
tinite/mL), streptomisin (20 pg/mL) ve %15 (v/v) 1s1 ile inaktive edilmis fetal bovin
serumu (FBS) iceren Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich®,
ABD) icerisinde kiiltiire edilmistir. Hiicreler, 37 °C’de, %5 CO: igeren nemlendirilmis
inkiibatorde inkiibe edilmistir.

Hiicreler, daha dnceden 0,05 mg/mL kollajen ile kaplanmus kiiltiir ylizeylerine 1
x 10* hiicre/cm? yogunlugunda ekilmistir. Hiicre ekiminden 24 saat sonra,
diferansiyasyonun baslatilmast amaciyla, %5 FBS igeren DMEM igerisinde 10 uM all-
trans-retinoik asit (RA) ilave edilmistir. Hiicreler, 5 giin boyunca RA varliginda inkiibe
edilmistir. Besinci giiniin sonunda, hiicreler RA iceren ortamdan uzaklastirilarak DMEM
ile li¢ kez yikanmis ve ardindan 50 ng/mL beyin kaynakli ndrotrofik faktér (BDNF) iceren
ortamda farkli zaman araliklarinda inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin olgun ndron
benzeri hiicrelere farklilasmasi morfolojik incelemeler ve akis sitometri sistemi

kullanilarak hiicre dongiisii analiziyle belirlenmistir.
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3.2.5.2. SH-SYS5Y Hiicre Hattiyla In vitro Parkinson Modelinin Olusturulmast

SH-SYS5Y noroblastom hiicre hatlari retinoik asit (RA) kullanilarak néron benzeri
yapilara  doniistiiriilebilir ve in vitro Parkinson hastali§i  ¢alismalarinda
kullanilabilmektedir. %10 FBS ile desteklenmis DMEM: F12 besiyeri ortaminda kiiltiire
alinarak cogaltilan SH-SYSY hiicrelerine 10 pM RA igeren taze besiyerinden eklenerek
hiicre farklilastirma caligmasi yapilmistir. 7 gilinlin ardindan kiiltiirler PBS ile 3 kez
yikanmig ve DMEM: F12 igerisinde inkiibe edilmistir. Hiicrelerin farklilagsmasi akis
sitometri sistemi kullanilarak hiicre dongiisii analiziyle belirlenmistir. Ardindan MPP+
molekiili genis konsantrasyon araliginda (8,62 pg/ml, 16,13 pg/ml, 31,25 pg/ml, 62,5
pug/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml) hiicre kiiltiiriine eklenerek hiicrelerin %50’sini
Oldiiren doz (IC50) hesaplanmustir.

3.2.5.3. Ila¢ Formiilasyonlarimin In vitro Parkinson Modeli Uzerindeki

Toksisitesinin Belirlenmesi

Hiicresel farklilagsmasi tamamlanmis ve IC50 konsantrasyonunda MPP+ eklenmis
hiicre kiiltiirlerine 3 tekrar halinde farkli konsantrasyon araliginda hazirlanmig nano ilag
formiilasyonlar1 uygulanmistir. Negatif kontrol olarak doéniistiiriilmiis hiicre kiiltiirleri ve
pozitif kontrol olarak sadece MPP+ uygulanmis hiicre kiiltiirleri sentezlenen molekiiller
eklenmeden kullanilmigstir. Olusturulacak in vitro Parkinson Hastalig1 modelinde canlilik

oranlar1t MTT sitotoksisite testiyle analiz edilmistir.
3.2.5.4. MTT Analizi

24 saat siire ile IC50 konsantrasyonunda MPP+ eklenmis ve belirli konsantrasyon
araligindaki nano ilag formiilasyonu ile muamele edilmis SH-SYSY hiicre kiiltiirleri
sitotoksisitenin belirlenebilmesi amaciyla MTT testine tabi tutulmustur. Bu amagla eski
besiyeri uzaklastirilan kuyulara 10ul MTT reaktifi eklenmis kiiltiir plakalar: 3 saat siire
ile 37°C ‘de %5 CO2 igeren kiiltiir inkiibatoriinde tutulmustur. Siire sonunda formazan
kristallerinin  olusturulmast amaciyla kuyulara 100ul dimetilsiilfoksit (DMSO)
eklenmistir. Plakanin 590 nm’de spektrofotometre yardimiyla absorbanslari

kaydedilmistir.
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3.2.5.5. Akas sitometri analizi

Akis sitometrisi analizi i¢in diferansiye edilen SH-SYSY hiicreleri, 6 kuyulu
kiltlir plakalarina kuyu bagina 5 x 10° hiicre olacak sekilde ekilmis ve 24 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan, ilag yiiklii nanopartikiiller 50pg/mL nihai ilag
konsantrasyonunda hiicre kiiltiirlerine ilave edilmis ve hiicreler ek olarak 24 saat inkiibe
edilmistir. Deney siiresinin sonunda kiiltiir ortam1 uzaklastirilmis, hiicreler iki kez soguk
fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanmis ve 100 pL tripsin-EDTA kullanilarak yiizeyden
ayrilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu 0,5 mL 1X baglanma tamponu igerisinde
yeniden siispanse edilmistir. Takiben, hiicre siispansiyonuna 5 uL. Annexin V-FITC ve 5
uL propidyum iyodiir eklenmis ve karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Boyanan hiicreler
akis sitometrisi cithazt (CyFlow® Cube 6, Almanya) kullanilarak analiz edilmigtir.
Herhangi bir uygulamaya maruz birakilmamis hiicreler negatif kontrol grubu olarak

degerlendirilmistir.
3.2.5.6. Mikrocekirdek Analizi

Noron benzeri hiicreye doniistiiriilen SH-SYSY hiicre hattt DMEM:12 temel
besiyerinde konfluensiye ulasincaya kadar biiylitiilmiistiir. Olusturulan nano ilag
konjugatlarinin SH-SYSY hiicre ¢ekirdeklerinde neden olabilecekleri mutasyonlarin
saptanmas1 amaciyla Hoechst 33258 floresan boyama teknigi kullanilmistir. Bu amagla
24 saat siire ile belirli konsantrasyon araligindaki nano ila¢ formiilasyonu ile muamele
edilmis SH-SYS5Y hiicre kuyularindan eski besiyeri uzaklastirilacak ardindan birkag kez
PBS ile yikama yapilmistir. %4 paraformaldehit ile 4°C'de 30dk muamele edilerek
kuyulara fikse edilecek olan hiicreler bu basamaktan sonra PBS ile tekrar yikanmistir.
Son olarak 1uM Hoechst 33258 floresan boyasindan kuyulara eklenmistir. Boya ile 5dk
inkiibasyonun ardindan hiicreler floresan mikroskobu (Leica® DM IL LED) ile

incelenerek fotograflar kaydedilmistir.
3.2.5.7. Toplam Antioksidan Kapasitesinin (TAK) Belirlenmesi

Toplam antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidan diizey (TOD) 6l¢timleri,
ticari olarak temin edilen test kitleri kullanilarak {iretici firmanin talimatlari
dogrultusunda gerceklestirilmistir (Rel Assay Diagnostics®, Gaziantep, Tiirkiye). TAK
analizinin prensibi, numunede bulunan antioksidan bilesenlerin ABTS*e (2,2'-azinobis(3-

etilbenzotiyazolin-6-siilfonik  asit)) radikal katyonunu indirgemesi esasina
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dayanmaktadir. Bu indirgeme reaksiyonu sonucunda koyu mavi-yesil renkli ABTS
radikali renksiz formuna doniismekte olup, 660 nm dalga boyunda Olciilen absorbans
degisimi, numunenin toplam antioksidan kapasitesi ile dogru orantilidir. Olgiimler,
yaygin olarak referans antioksidan standart olarak kullanilan Trolox (vitamin E analogu)
ile kalibre edilmistir ve sonuglar mmol Trolox esdegeri/L cinsinden ifade edilmistir. Rel
Assay Diagnostics® firmasina ait TAS (Total Antioxidant Status) kitleri (Erel, 2004)
kullanilarak gerceklestirilen Olglimlerde, her bir kuyucuga 30 pL ornek eklenmis ve
tizerine 500 puL Reaktif 1 ilave edilerek 660 nm’de ilk absorbans degeri kaydedilmistir.
Ardindan ayni kuyucuklara 75 pL. Reaktif 2 eklenmis ve plakalar oda sicakliginda 10
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda 660 nm’de ikinci absorbans
Olciimii alinmistir. Elde edilen absorbans farklar1 kullanilarak TAK diizeyleri asagida

verilen esitlik yardimiyla hesaplanmistir:

AStandart 1'in degeri—AOrnegin degeri

TAK (mmol Trolox Equiv. /L) =

2

AStandart 1'in degeri—AStandart 2/min degeri
3.2.5.8. Toplam Oksidant Durumu (TOD) Tayini

TOD analizinde ise numunedeki oksidan molekiillerin, ferroz iyon—selatlayici
kompleksini ferrik iyona oksitlemesi esas alinmistir. Bu oksidasyon reaksiyonu, ortamda
bulunan yiikseltici (amplifikatdr) molekiiller araciligiyla giiclendirilmekte ve olusan
ferrik 1yonlar asidik kosullarda bir kromojen ile reaksiyona girerek renkli bir kompleks
olusturmaktadir. Ortaya ¢ikan renk yogunlugu, spektrofotometrik olarak dlgiilmekte ve
numunedeki toplam oksidan miktari ile iliskilendirilmektedir. TOD 6l¢limleri hidrojen
peroksit (H20:) standartlar ile kalibre edilmis olup, sonuglar pmol H:0: esdegeri/L

olarak ifade edilmistir.

AOrnegin degeri

TOD (umol H20; Equiv./L) = x AStandart 2'nin degeri 3)

AStandart 2’in degeri
3.2.5.9. In Vitro Kan Beyin Bariyeri Modeli

In vitro kan-beyin bariyeri (KBB) modelleri, KBB gegirgenligini analiz etmek
amactyla bir transwell kiiltiir sistemi kullanilarak olusturulmustur. Ik olarak, bEnd.3
hiicreleri, 1x10”5 hiicre/kuyu baslangi¢ yogunlugunda plakanin zarina ekildi ve %10 fetal
bovine serumu ile desteklenerek DMEM biiyiime ortaminda yaklasik bir hafta boyunca
kiiltiire edilecektir. Ardindan, bEnd.3 hiicre monolayerleri iceren iist bolmeler, alt

bolmelerin tabanina kaplanmig SHSY-5Y hiicrelerinin bulundugu plakalara transfer
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edilmistir. Sonrasinda, tastyici partikiiller, KBB modellerinin apikal iist bélmelerine 0,1
mg/mL son konsantrasyon olacak sekilde ekilecektir. Yaklasik 24 saatlik inkiibasyon
stiresinin ardindan, alt katmandaki SHSY-5Y hastalik modelinde gecirgenlik kapasitesini

degerlendirmek amaciyla canlilik analizleri ger¢eklestirilmistir.
3.3 Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistik Analizler

Istatistiksel analizler tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Gruplar arasindaki farklarin belirlenmesinde, kontrole karsi
karsilastirmalar i¢in Dunnett testi ve coklu grup karsilastirmalari i¢in Tukey post-hoc testi
uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi %S5 olarak kabul edilmis olup p < 0,05 degeri
anlamli olarak degerlendirilmistir. Tiim istatistiksel hesaplamalar GraphPad Prism

yazilimi (versiyon 7.0) kullanilarak yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Niyozomal Nanopartikiillerin Sentezi ve Karakterizasyon

Bu ¢alismada, noniyonik yiizey aktif madde temelli niyozomal nanopartikiiller,
Span 60 ve kolesterol kullanilarak farkli molar oranlarda (1:1, 1:2 ve 1:3) basariyla
sentezlenmistir. Yiizey aktif madde ve kolesterol, kloroform ve metanol igeren (2:1, v/v)
organik ¢oziicii karisimi igerisinde tamamen ¢ozlindiiriilerek homojen bir faz elde
edilmistir. Hazirlanan bu karisimin, yuvarlak tabanli cam sise igerisinde doner
buharlastiric1 altinda kontrollii sicaklik ve azaltilmis basing kosullarinda islenmesi
sonucunda, sise i¢ ylizeyinde homojen ve siireklilik gosteren ince bir film tabakasi
olustugu gozlemlenmistir. Elde edilen ince filmin fosfat tamponu (PBS, pH 7) ile yeniden
sulandirilmasiyla birlikte, yiizey aktif madde molekiillerinin kendiliginden organize
olarak vezikiiler yapilar olusturdugu degerlendirilmistir. Hidratasyon siirecinin ardindan
uygulanan ultrasonik dispersiyon islemi sayesinde, olusan c¢ok katmanli vezikiiler
yapilarin pargalanarak daha homojen ve nanoskopik boyutlara indirgendikleri
gdzlenmistir. Bu agamanin, niyozomlarin dagilimini iyilestirdigi ve sistemin kolloidal
stabilitesine katki sagladig: diisiiniilmektedir. Farkli Span 60/kolesterol oranlarinda elde
edilen niyozomal sistemlerin sentezlenebilir oldugu ve ince film hidrasyon temelli
yaklasimin bu yilizey aktif madde kombinasyonu i¢in uygun bir yontem sundugu
belirlenmigstir. Kolesterol oranindaki artisin, literatiirle uyumlu sekilde, vezikiil biitlinliigii
ve membran stabilitesi lizerinde etkili olabilecegi dngoriilmektedir. Elde edilen bulgular,
gelistirilen niyozomal nanopartikiillerin ileri fizikokimyasal karakterizasyon ve biyolojik

etkinlik ¢alismalarina uygun bir tasiyici sistem potansiyeli tasidigini ortaya koymaktadir.

Ince film hidrasyon teknigi ile hazirlanan niyozomal tastyicilarin yapisal ve
morfolojik analizleri taramali elektron mikroskobu (SEM) ile arastirildi. Sekil 4.1°de
gosterildigi gibi niyozomlarin genel olarak kiiresel morfoloji sergiledigi ve nispeten
agregasyon egiliminde oldugu goriilmektedir. SEM mikrograflar1 kullanilarak ortalama
partikiil boyutu 150 nm olarak hesaplanmistir. Ayrica Farkli formiilasyonlar i¢in PDI ve
zeta potansiyel enerjisi de Tablo 4.1.’de sunulmustur. PDI ve ZP degerleri agisindan F3

ile ilag yiikleme ve salinim ¢alismalarina devam edilmistir.
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Sekil 4.1. ince film hidrasyon teknigi ile hazirlanan niyozomlara ait SEM mikrograflari.

240.000x% biiytitmede elde edilen SEM goriintiisii (6lgek ¢ubugu: 500 nm)

W | de v node | mag CJ pressure  spot YD &% - 1pm
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Sekil 4.2. ince film hidrasyon teknigi ile hazirlanan niyozomlara ait SEM mikrograflari.

120.000x% biiylitmede kaydedilen SEM mikrografi (6l¢ek cubugu: 1 um)

Akill ilag tagima sistemleri geleneksel ilag uygulamalarinin ciddi yan etkiler ve

diisiik tedavi etkinligi gibi O6nemli sinirlamalarini azaltarak ilaglarin ya da aday
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molekiillerin terapotik etkinligini iyilestirir. Tez ¢alismasinda hazirlanan niyozomal
tagiyicilar non-iyonik yiizey aktif maddelerden olusan cift katli vezikiiller yapilardir. Bu
sayede kararli, biyouyumlu ve akilli ila¢ salim mekanizmalarina sahip olmalariyla diger
bir¢cok bilimsel raporda da 6n plana ¢ikmaktadir (Hemati vd., 2019). Bu tez ¢alismasi
kapsaminda niyozomlar ince film hidrasyon teknigi ile basari ile sentezlenmistir.
Hazirlanan niyozomlarin morfolojik ve yapisal 0Ozelliklerini aydinlatan SEM
mikrograflarinda vezikiillerin piirlizsliz yilizey goriintiisii ve hafif agromelasyonu dikkat
cekicidir. Bu kiimelenme nano tasiyicilarin kurutulmasi sirasinda meydana gelen yiizey
gerilimine  atfedilmistir  (Gharbavi vd., 2018b). PDI siispansiyon ig¢indeki
nanotastyicilarin boyut dagiliminin homojenitesi hakkinda kritik bilgiler sunan 6nemli bir
parametredir. Ozellikle 0-1 arasindaki PDI kararli ve dar araliktaki degisen boyutu ifade
eder. Yapilan literatiir arastirmasinda birgok rapor PDI’nin tagima sistemleri iizerindeki
roliine vurgu yapmaktadir. Tez calismasinda hazirlanan dort farkli formiilasyon i¢erisinde
(F1-F4) bu kriter bakimindan 6n plana ¢ikan F3 kodlu formiilasyonu olmustur. F3’{in
PDI’s1 0,38 olarak hesaplanmistir ve bu 6zellikle nérodejeneratif hastaliklari hedef alan
tagima sistemlerinin sahip olmasi gereken 0,3-0,5 PDI ile olduk¢a uyumludur (Pahuja
vd., 2015a). ZP partikiil yiizeyindeki enerjiyi ifade eder ve mutlak deger bakimindan artan
ZP enerjisi daha giiclii bir itme kuvveti sergiler. F3 niyozomlarin sahip oldugu-15.5
eV’lik ZP degeri SEM goriintiilemedeki hafif agromelasyonu agiklamaktadir. £30 eV ve
tizerindeki zeta potansiyeli stabilite ile iligkilendirilmis olsa da 6zellikle niyozom ve diger
vezikiiller tasima sistemlerinde +10 eV ve diisiik PDI degerinin kararli tagima sistemleri

oldugu da bilinmektedir (Honary & Zahir, 2013).

Tablo 4.1. F1-F4 i¢in PDI degerleri ZP enerjisi

Formilasyon Kodu PDI Zeta potansiyel enerjisi (mV)
F1 0,97 -13,7
F2 1 -13,6
F3 0,38 -15,5
F4 0,70 -14,7

4.2. la¢ Enkapsiilasyonu ve Salinim

1 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan dogal terpen tiirevi ilaglarin ilag ylikleme
ve salinim ¢alismasi UV-vis spektroskopisi kullanilarak gerceklestirildi. Hazirlanan ilag
cozeltilerinin 200-800 nm goriiniir bolgede maksimum tepe noktasi degerleri daha

onceden belirlendi. Bu amacla molekiillerin farkli konsantrasyonlarini i¢eren diliisyon
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cozeltileri hazirland1 ve maksimum tepe noktas1 degerleri kullanilarak madde miktarina
bagli absorbans gosteren standart egriler hazirlandi. Tiim yiikkleme ve salinim
calismasinda bu standart egriler kullanildi. % Yiikleme oranlarii gosteren grafik Sekil
4.3’de sunulmustur. Tim dogal terpen tiirevleri ve L-DOPA ile yapilan yiikleme
calismasinda %90,32 ile a-Pinen maddesinin en yliksek orana sahip oldugu goriilmiistiir.

Farnesen ise %60,71 ile en diisiik yiikleme oranina sahip olan molekiildiir.

100 + 90,32
X 801 7111 €300
S 60,71
§ 60 - 53,80
o
[}
€ 40 4
[}
=
:g
20 -
0 .
c T F A L-DOPA

Gruplar

Sekil 4.3. Ince film hidratasyon teknigi ile hazirlanan niyozomlara yiiklenen Karvon,

Terpinolen, Farnesen, a-Pinen ve L-DOPA ig¢in ila¢ yilikleme oranlari

Nanotastyici i¢ine enkapsiile edilen ilacin miktarinin belirlenmesi (EE) hazirlanan
akilli ila¢ tastyict sistemin basarim1 degerlendirmede 6nemli bir kriterdir (Daneshmand
vd., 2018). Nanotastyicilarin hazirlanmasi sirasinda kullanilan materyal, kristallik
organik/sulu fazda ilacin ¢oziiniirliigii gibi sayisiz faktor EE etkilemektedir. Fakat
genellikle %70 ve lizerindeki EE basarili bir tagima sisteminin gostergesidir (Varsha vd.,
2022). Bu tez ¢aligmas1 kapsaminda L-DOPA ve farkli terpen tiirevlerinin niyozomlar
tarafindan enkapsiilasyon etkinligi UV-vis spektrokopisi ile basarili bir sekilde tayin
edildi. EE bakimindan en yiiksek deger a-pinen i¢in %90,32 olarak hesaplanirken en
diisiik EE Farnesen igin %60,7 olarak degerlendirildi. Ozellikle karvon ve a-pinen icin
%70 tizerindeki EE ile tez ¢alismasinda hazirlanan F3 niyozomlar oldukca basarili ve

daha onceki bilimsel raporlar ile uyum i¢indedir (Kim vd., 2022).

Niyozomlarin zamana bagl ilag salim oranlar1 6,12,24 ve 48.saatlerde ortamdan alinan
siipernatant orneklerindeki serbest ilacin miktarinin 6l¢lilmesi ile hesaplandi. 48 saat

boyunca devam ettirilen salim caligmasinin tiim zaman noktalarindaki salim oranlari

49



Sekil 4.4°de verildi. Tiim formiilasyonlarda kiimiilatif ilag salim yiizdesi 6. saatten 48.
saate kadar artig gosterdigi ve niyozomal vezikiillerin bu ilaglart kademeli olarak saldig1
goriildii. Ozellikle en yiiksek salim oran1 gozlenen a-Pinen ve Terpinolen yiiklii tasima
sistemleri 24 saatin sonunda a-Pinen ve Terpinolen i¢in salim orani sirasiyla %63 ve
%58,9 olarak hesaplandi. Ote yandan Farnesen ve Karvon gruplarinda daha diisiik salim
yiizdeleri gozlendi ve bu molekiiller i¢in salim oranlari sirasiyla %33,8 ve %46,2 olarak

hesaplanda.
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Sekil 4.4. Niyozomlara yiiklenen Karvon, Terpinolen, Farnesen, a-Pinen ve L-

DOPA’nin 48 saatlik in vitro kiimiilatif salim (%) profilleri

Niyozomal tastyicilar gibi lipid temelli nanotasiyicilar enkapsiile ettikleri ilact
erozyon ve difiizyon olmak iizere iki farkli mekanizma ile salabilirler. Ilag yiiklemesi,
partikiil boyutu, boyut dagilimi, lipid igerigi, salinim ortami, morfolojiler, uygulanan
ylizey aktif maddeler ve hazirlama teknikleri dahil olmak iizere sayisiz parametre salim
profilini biiylik oranda etkilemektedir (Patra vd., 2018). Akilli ilag salim sistemlerinin
arzu edilen diizeyde EE sahip olmasiyla birlikte enkapsiile edilen terapotik ajanin ani
salinmamasi ve patlama etkisi gostermemesi de istenir. Bu tez kapsaminda ilag salim
calismasi 48 saat boyunca devam ettirildi ve her bir ilag i¢in salim profilleri belirlendi. in
vitro salim sonuglarinda Karvon, Terpinolen ve Farnesen i¢in zamana bagli salim hizinin
azalmasi, ilacin membran yapisindan kademeli ve kontrollii sekilde difiize oldugunu

gostermektedir. Ote yandan niyozomlara enkapsiile edilen a-pinen icin salim profili
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ozellikle son 12 saatte yiiksek artis sergilemistir ki bu durum da erozyon ile iliskili salim

mekanizmasini diistindiirmektedir (Kamel vd., 2021).
4.3. In vitro Toksisite Calisma

Terpenler beyin dokusunda ¢esitli etkileri ve terapdtik yararlar1 kanitlanmis olan
norodejeneratif siire¢lerde antioksidan ve enflamasyon karsiti ajanlar olarak dnemli bir
rol ustlenmektedir. S6z konusu etkiler, bu maddelerin noronal tahribati hafifletme
kapasitesine sahip oldugunu ve hastalarin yasam kalitesine olumlu katkilar sunarak

gelecekteki tedaviler icin ciddi bir potansiyel tasidigini gostermektedir.

SH-SYSY hiicre hatlar stres, norodejenerasyon ya da psikolojik bozukluklari
hedef alan calismalarda siklikla tercih edilen hiicre hattidir. Dahasi sayisiz pek ¢ok
arastirma all trans retinoik asit kullanilarak SH-SYS5Y hiicrelerinin ndronal hiicre

farklilasmasina yonlendirebildigini de rapor etmistir (Lazzeri vd., 2025).

Bu tez ¢calismasinda farnesen, terpinolen, a-Pinen ve karvon terpenlerinin 10 uM
retinoik asit kullanilarak ndéron benzeri hiicrelere farklilastirilmis SH-SYSY hiicre
kiiltiirlerindeki toksikolojik etkileri MTT analizi kullanilarak degerlendirilmistir. SH-
SYS5Y insan noroblastoma hiicreleri 10 pM retinoik asit ile 10 giin siireyle muamele
edilerek noéron benzeri hiicrelere farklilastirllmistir. Farklilasma siirecinin ardindan
hiicrelerin morfolojik 6zellikleri ters mikroskop altinda degerlendirilmistir. Dontistimi
tamamlanan hiicrelerin govde yapilarinda baslangigtaki kiibik-elipsoid yapidan daha ince
ve uzamis bir forma gectigi ve akson ve dendrit benzeri uzantilarin belirginlestigi
gozlemlenmistir. Retinoik asit muamelesinden once ve sonra SH-SYS5Y hiicrelerinin
yapisal ve morfolojik Ozelliklerini gosteren mikroskop gorintileri Sekil 4.5°de
verilmistir. Dahas1  dOniisiim sonundaki hiicreler arasi baglantilarin  arttig
gozlemlenmistir. Bu morfolojik degisimler, SH-SY5Y hiicrelerinin néronal morfolojiye
basartyla yonlendirildigini gostermektedir. Retinoik asit uygulamasi sonrasinda gézlenen
ince hiicre govdeleri ile uzamis dendrit ve akson benzeri uzantilar, RA’nin SH-SYSY
hiicrelerinde noronal farklilasmay indiikledigini bildiren 6nceki ¢alismalarla uyumludur

(Korecka vd., 2013).
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Sekil 4.5. Retinoik asit uygulamasi ile SHSY-5Y hiicrelerinin néron benzeri hiicrelere

farklilagtirilmasi. A. 4x biiyiitme B. 20x biiyiitme

Tablo 4.2. Olgun néron hiicre kiiltliriine farklilastirilmis SHSY-5Y hiicrelerinin

akis sitometrisi analizi ile belirlenen hiicre dongiisii

Hiicre popiilasyonu (%)

Grup Gl G2 S G1/G2
Kontrol 30.86+1.64 16.12+0,70 53.02+2.65 1.91+0.01
10 uM RA ile tedavi edilen
SHSY-5Y hiicreleri 49.50+2.47* 19.20+0,96* 19.79+0,98* 2.57+0,12*

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. Sembol (*), kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli bir farki (P<0.01) temsil eder.

Yeni nesil terapotiklerin gelistirilmesi her agamada yiiksek gilivenlik ve etkinlik
standartlar1 gerektiren zorlu bir siirectir. Ilag kesif calismalarinda basvurulan sitotoksisite
testleri, bir maddenin canli doku ve hiicredeki giivenligini denetleyen kritik bir role
sahiptir. Bu yOntemle arastirmacilar, normal hiicrelere zarar vermeyen ancak hedef
hiicreler {izerinde etki gosteren bilesiklerin secilimini yapabilirler. Boylece aday
bilesiklerin hem yan etkileri azaltilmis hem de tedavi giicii yliksek yeni molekiillerin kesfi

saglanabilir (Fotakis & Timbrell, 2006).

Bu tez caligmasinda dort farkli terpen tiirevinin degisen araliktaki (25-1.600
png/mL) konsantrasyonuna 24 saat siireyle maruz birakilan kiiltiirlerde hiicre canlilik
oranlar1 negatif kontrol grubu ile karsilagtirilarak hesaplanmistir. MTT analizi sonucu
elde edilen wveriler Sekil 4.6’de sunulmustur. Farnesen uygulamasinin tim
konsantrasyonlarda hiicre canlilig1 iizerinde belirgin bir toksik etki olusturmadigi ve
canlilik oranlarinin genel olarak kontrol grubuna yakin seyrettigi goriilmistiir. Nitekim

bu veriler retinoik asit ile farklilastirilmis SH-SYSY hiicrelerinde farnesenin noron
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koruyucu etkisini dogrulayan diger bilimsel raporlarin sundugu verileriyle uyumludur
(Arslan vd., 2023). Diger yandan terpinolen tedavisi ozellikle 400 pg ve iizerindeki
konsantrasyonlarda negatif kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde
hiicrelerin canliliginda azalmaya neden olmustur. Daha diisiik konsantrasyonlarda bu
etkinin azaldig1 gozlenmistir. a-Pinen 200 pg/mL’nin tizerindeki konsantrasyonlarda
onemli bir toksisiteye neden olmustur. Bu konsantrasyonda hiicresel canlilik oran1 ancak
%67,1 ile smirlanmistir. Konsantrasyon azaldik¢a hiicre canliliginin azalan doza bagl
olarak arttig1 belirlenmistir. Noroprotektif ajanlar iizerine yapilan c¢alismalar; hem
Petasites japonicas bitki 6ziitiinlin hem de miir reginesinden izole edilen K — N (1 — 4)
serisi seskiterpenlerin sinir hiicrelerini savunma noktasinda 6nemli bir potansiyel
tasidigin1 gostermektedir (Salehi vd., 2019a). MTT sonuclar1 ile elde edilen veriler
doniistiiriilmiis SH-SYSY hiicre kiiltiirlerinde terpenin tiiriine ve uygulanan doza bagh
olarak in vitro toksisite etkisinin degistigini ve bu terpenlerin néronal hiicre sagkaliminda

konsantrasyon bagimli etkiler sergiledigini gostermektedir.

Parkinson hastalig1 temelinde orta beyindeki substantia nigra bolgesinde yer alan
dopaminerjik ndronlarin kaybi ile karakterize olan, en sarsic1 nérodejeneratif hastaliklarin
basinda gelmektedir. Bu néronal kayip etkilenen bireylerde hem motor becerilerin hem
de biligsel yetilerin bozulmasina neden olarak kisilerin yasam kalitesini diisiirmektedir.
Hastaligin gercek kokeni heniiz tam anlamiyla aydinlatilamamis olsa da bilim insanlar
hastalik modelleri lizerinde yogun arastirmalar yapmaktadir ve ilgili literatiir her gegen
giin artmaktadir. 6-OHDA, Rotenon veya MPP+ gibi kimyasal ajanlarin yani sira,
patolojinin 6nemli bir pargasi olan a-siniiklein protein lifleri kullanilarak in vitro ve in

vivo deneysel Parkinson modelleri olusturulmaktadir (Poewe vd., 2017).
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Sekil 4.6. a. Farnesen ve Terpinolen, b. a-Pinen ve Karvon’un farkli konsantrasyonlarda

hiicre canlilig1 (%) lizerine etkileri

Bu tez calismasinda ndéron benzeri hiicrelere doniistiiriilen SH-SYSY hiicre
kiiltiirlerinde MPP* toksini kullanilarak in vitro Parkinson hastaligt modeli
olusturulmustur. Farnesen, Terpinolen, o-Pinen ve karvon terpenlerinin serbest
formlarinin noéron koruyucu etkileri MTT analizi ile degerlendirilmistir. Hiicreler
terpenlerin 0—400 pg/mL konsantrasyon aralifinda 24 saat siireyle muamele edilmis ve
elde edilen hiicre canlilik oranlart MPP* kontrol grubu ile karsilagtirilmistir. Sekil 4.7°de
de verilen MTT sonucuna gore yalnizca MPP* uygulanan grupta hiicre canlilik orani
%48,49 olarak belirlenmistir. Kontrol gruplarina kiyasla farnesen uygulanan gruplarda
hiicre canliligi 100 pg/mL’de %71,22, 50 pg/mL’de %70,43 ve 25 pg/mL’de %73,66

olarak hesaplanmistir ve bu degerlerin MPP* kontroliine kiyasla istatistiksel olarak

54



anlamli diizeyde yiiksek oldugu saptanmistir. Fakat 100 pg/mL ve iizerimdeki
konsantrasyonda hiicresel canlilik 6nemli diizeyde diisiiktiir. Terpinolen uygulamasinda
ise hiicre canlilik oranlar1 100 pg/mL’de %70,11, 50 pg/mL’de %75,86 ve 25 pg/mL’de
%73,46 olarak belirlenmistir. a-Pinen uygulanan hiicrelerde canlilik orani 6zellikle 50—
12,5 pg/mL konsantrasyon araliginda artis gostermistir. Bu konsantrasyonlar sirasiyla
%74.06, %77,45 ve %79,33 canlilik oranini desteklemektedir. Karvon grubunda ise hiicre
canlilik oranlarmin 50 pg/mL’de %75,20, 25 pg/mL’de %80,90 ve 12,5 pg/mL’de
%82,48 seviyelerine ulastig1 belirlenmistir. Bu tez calismasinda 6zellikle Farnesen ve
Terpinolen konsantrasyonu arttik¢a hiicre sagliginin bozuldugunu gostermektedir. MTT
sonuglar literatiirdeki dozla iliskili sitotoksisite raporlariyla olduk¢a uyumludur(Arslan
vd., 2021). Ayrica azalan dozlarda a-Pinen ile karvonun hiicre proliferasyonunu koruyucu
bir etki sergiledigi gozlenmesi de daha Onceki arastirmalarda bu bilesiklerin
mitokondriyal stabilizasyon ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS) noétralize etme

potansiyeline atfedilmistir (Salehi vd., 2019b).

Tez c¢alismas1 kapsaminda niyozomal tasima sistemine yiiklenen terpen
tiirevlerinin MPP" ile olusturulan in vitro Parkinson hastalig1 modelindeki néroprotektif
etkileri detayli olarak arastirilmistir. MTT sonuclart MPP+ ile PH modeli olusturulan
fakat herhangi bir tedavi uygulanmamis grupta hiicre canlilik oranmi %52,15 olarak
vermistir. Diger taraftan MPP+ uygulanan ve niyozomal tasiyict sisteme yliklenen
terpenlerle muamele edilen gruplarda kontrol gruplariyla kiyaslanarak hesaplanan hiicre
canliligindaki anlamh artis oranlart ozellikle dikkat c¢ekicidir. Farnesen yiiklii
niyozomlarin 100 pg/mL konsantrasyonunda hiicre canlilik oran1 %99,81’e yiikselirken,
50 ve 25 pg/mL konsantrasyon araliginda bu degerler sirastyla %87,79 ve %87,93 olarak
hesaplanmistir. Terpinolen yiiklii grupta ise hiicre canliligt 100 pg/mL’de %96,99, 50
pg/mL’de %88,08 ve 25 pg/mL’de %81,29 olarak belirlenmistir. Diger bir deneysel
grupta a-Pinen iceren niyozomlar hiicre canlilik oranlar1 6zellikle 50 ve 25 pg/mL
konsantrasyonlarinda sirasiyla %98,66 ve %99,99 olarak hesaplanmistir ki bu oranlar
saglikli SH-SYSY hiicrelerine oldukga yakindir. Son olarak karvon yiiklii niyozomlarda
ise hiicre canlilig1 50 pg/mL’de %99,11, 25 ng/mL’de %90,03 ve 12,5 pg/mL’de %91,98
seklinde hesaplanmistir. Tiim bu gruplarda elde edilen hiicre canlilik oranlar1 yalnizca
MPP* uygulanan gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugunu
gostermektedir. Tim bu sonuclar in vitro PH modelinde niyozomal tasiyicilara yiiklii

terpen tiirevlerinin ¢iplak haldeki terpen tiirevlerine kiyasla MPP* kaynakli hiicresel
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toksisiteyi azalttigin1 ve Parkinson hastaligi hiicre modelinde hiicre canliligini belirgin

bicimde artirdigini acike¢a ortaya koymaktadir.

120 1 B Farnesen W Terpinolene

=
o
o

Hicre Canliligi (%)
B D [0 ]
o o o

N
o
1

0 -
400 200 100 50 25 12,5 6,25 MPP (<) (+) Ctrl
Konsantrasyon (ug/ml) Ctrl
120 + @ a-Pinene M Carvone B

400 200 100 50 25 12,5 6,25 MPP () (+) Ctrl
Konsantrasyon (ug/ml) Ctrl

Sekil 4.7. A. Farnesen—Terpinolen, B. a-Pinen—Karvon hiicre canlilig1 analizleri

Bu ¢alismada niyozomlar i¢ine enkapsiile edilen terpen tiirevi bilesikler MPP* ile
olusturulan in vitro PH modelinde hiicresel canlilik oranlarini serbest terpenlere kiyasla
tyilestirmistir. Niyozomal gruplarda gozlemlenen yliksek canlilik oranlari tez ¢aligmasi
kapsaminda hazirlanan niyozomlarin yalnizca bir tasiyict olarak degil ayni zamanda
terpenler i¢in biyoyararlanimi destekleyen ve ndroproteksiyonu saglayan birer arag
oldugunu da gostermistir. Ayrica Span60/kolesterol niyozomlar: iginde  terpenlerin
zamana bagli ve kontrollii salim profilleri de sitotoksisitenin azaltilmasinda kritik rol

oynamaktadir (Patel vd., 2012).
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Sekil 4.8. A. Niyozomal Farnesen—Terpinolen, B. Niyozomal a-Pinen—Karvon’un

deneysel Parkinson modelinde 24 saat sonrasi hiicre canlilig: tizerine etkileri

Daha Onceki arastirma raporlart niyozomlar gibi diger bazi vezikiiler
nanotagtyicilarin 6zellikle 300 nm boyuta kadar néronal hiicre hatlarinda iyi seviyede
internalize oldugunu vurgulamaktadir (Rejman vd., 2004). Dahas1 boyut ile birlikte
niyozomal nanotasiyicilarin-15,5 eV olarak hesaplanan negatif yiizey yiikiinlin hiicre
membraniyla olan etkilesimi desteklemesi de ilaclarin terapdtik etkinliginin armasina

neden oldugu diisiiniilmektedir.

Sitotoksisite arastirmasinin son basamaginda Parkinson hastaliginin tedavisinde
klasik olarak kullanilan L-DOPA ’nin ¢iplak haldeki ve niyozomal tasima sistemi i¢indeki
noron benzeri SH-SYSY hiicrelerindeki etkileri MTT analizi ile degerlendirilmistir.
Serbest L-DOPA uygulamasinda 1.600 pg/mL konsantrasyonda hiicre canlilik oraninin

%46.,4’e diistiigiinii ve azalan doza bagl olarak hiicresel canlilik oraninin arttig1 ortaya
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konmustur. 800, 400 ve 200 pg/mL’de hiicre canlilik oranlart sirasiyla %69,5, %91,7 ve
%95,5 olarak hesaplanmistir. Ayrica MTT analizi daha diisiik konsantrasyonlarda
(6zellikle 100 pg/mL ve altinda) hiicre canlilik oranlarmin %99,8-99,2 araliginda

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.9. A.Serbest ve B. Niyozomal L-DOPA hiicre canlilig1 analizleri

Tim bu sitotoksisite analizleri ile elde edilen  hiicresel canlilik oranlar1 L-
DOPA’nin yiiksek dozlarda hiicresel canliligi azalttigini, terpen tiirevleri ile yikli
niyozomal tagima sisteminin ise L-DOPA’ya ve ¢iplak haldeki terpen tiirevlerine kiyasla

in vitro PH modelinde noroprotektif etkinligi giiglendirdigini ortaya koymaktadir.

Akis sitometrisi analizi MPP* ile olusturulan in vitro Parkinson hastalig
modelinde, niyozomal tasima sistemine yiiklenen terpen tiirevlerinin 50 pg/mL

konsantrasyonda 24 saat siireyle tedavisi sonucu hiicre canlilig1 tlizerindeki etkilerini
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degerlendirmek amaciyla gergeklestirilmistir. Negatif kontrol grubunda canli hiicre orani
%99,7 olarak hesaplanirken yalnizca MPP* uygulanan grupta hiicre canliligi %52,57
seklindedir. MPP* ile muamele edilen fakat herhangi bir tedavi uygulanmayan grupla
kiyaslanan farnesen yiiklii niyozomlar canli hiicre oran1 %25,8 oraninda desteklemis ve
bu grupta hiicre canliligt %78,41 hesaplanmistir. Diger taraftan terpinolen yiiklii
niyozomlarda canli hiicre oran1 %79,98 seklindedir ve bu grupta da tedavi edilmeyen
MPP* grubuna kiyasla hiicresel canlilik %27.4 artmistir. a-Pinen yiiklii niyozom ile 24
saat siireyle tedavi edilen deneysel gruptaki %81,56 ve karvon yiiklii niyozom grubundaki
%82,0 hiicre canlilig1 terpen yiiklii niyozomal tasiyicilarin in vitro PH modelindeki ndron
koruyucu etkiyi kanitlar niteliktedir. Tiim terpen yiikli niyozom gruplarinda MPP*
kaynakli apoptotik ve nekrotik hiicre oranlarinda belirgin azalma gézlenmis ve canli
hiicre ytlizdesindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Akis sitometri analizi
bulgulari 15181nda terpen tiirevleri ile yiiklenmis niyozomal tasima sistemlerinin MPP*’ye
bagl sitotoksisiteye karst koruyucu etki gosterdigini ve 6zellikle karvon ile a-Pinen’in
hiicre canliligin1 desteklemedeki basarisim1 gostermektedir. Akis sitometrisine ait tiim

sonuclar Sekil 4.10°de detayli olarak sunulmustur.
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Sekil 4.10. Niyozomal Farnesen, Terpinolen, a-Pinen ve Karvon’un (50 pg/mL)

deneysel Parkinson modelinde 24 saat sonrasi hiicre canliliginin akis sitometrik analizi
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Akilli tasima sistemlerinin partikiil boyutu ve zeta potansiyel enerjisi gibi
fizikokimyasal ozellikleri hedef hiicrelerin sayi, morfoloji ve silispansiyon i¢indeki
davraniglarin1  etkileyen kritik parametrelerdendir (Green & Llambi, 2015).
Nanotasiyicilarin hiicre 6liim yolaklar1 tizerindeki diizenleyici etkilerinin neticesinde akis
sitometrisi sonuglar1 terpenlerin apoptoz, nekroz ve ge¢ apoptoz 6liim yolaklarini farkli
diizeyde etkiledigini ortaya koymaktadir (Pahuja vd., 2015b). Niyozomal tasiyicilarin
terpenleri kontrollii olarak salmasindan oOtiirli terpenlerin doza bagli olarak hiicre
membran biitiinliiglindeki hasar minimize edilmistir. Daha Onceki arastirma raporlari
nanotastyicilarin kaspaz aktivasyonu, mitokondriyal fonksiyonlarda iyilestirme ve
nekrotik yolaklarin baskilanmasiyla ila¢ ya da aday molekiillerin terapotik etkisini

destekledigini bildirmektedir.

Hiicre ¢ekirdeginde meydana gelen morfolojik degisimler hiicrelerin
programlanmis 6liim mekanizmasi ya da genotoksisiteyi isaret eden dnemli ipuglaridir.
Bu tez calismasinda Hoechst 33258 boyamas: ile analiz edilen niikleer anomaliler
MPP*’nin neden oldugu ndrodejenerasyonda c¢ekirdek yapisindaki degisimleri ve
niyozomlar icine enkapsiile edilen terpen tiirevlerinin bu siirecteki etkisinin

degerlendirilmesi amaglanmastir.

Hoechst 33258 floresan boyamasi ile gergeklestirilen niikleer anomali analizi
sonucunda, tiim deney gruplarinda Tablo 4.2. de belirtildigi tizere MN, loblu ¢ekirdekler
(LB), ¢entikli ¢cekirdekler (NC) saptanarak her grup icin ortalama niikleer anomali indeksi
(NA1) hesaplanmistir. Niyozomlara enkapsiile edilen Farnesen, Terpinolen, a-pinen,
Karvon ve L-DOPA muamele edilen hiicrelerde niikleer anomalilerin sinirli diizeyde
oldugu gozlenmistir. MN yapilariyla LB ve NC sayilarinin da benzer sekilde diisiik
oldugu belirlenmistir. En diisiik NAi farnesen yiiklii niyozom tedavisi i¢in 0.002+0.001
olarak hesaplanmistir. Terpinolen, a-pinen, Karvon ve L-DOPA yiiklii niyozomlarla
tedavi edilen kiiltiirlerde bu NAi degeri sirasiyla 0,003+0,002, 0,0034+0,002, 0,004+0,003
ve 0,003+0,002 seklindedir. Diger taraftan MPP* ile muamele edilen hiicrelerde ise
onemli niiklear degisimi gosteren NAi degeri 0,008 £ 0,002 olarak hesaplanmistir.
Hoechst 33258 floresan boyama sonuglari ele alindiginda tez ¢alismasinda niyozomlara
yuklenen terpen tiirevlerinin genetik stabilizasyonun ve niiklear biitiinliigiin devam
ettirilmesinde in vitro ndrotoksisite modelleri i¢cin umut verici birer aday oldugunu

kanitlamaktadir.
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Tablo 4.2. Tiim deney gruplarinda Hoechst 33258 boyamastyla degerlendirilen niikleer
anormalliklerin (mikroniikleus (MN), loblu ¢ekirdekler (LB), ¢entikli ¢ekirdekler (NC)

ve ortalama niikleer anormallik indeksi (NAI) dahil) kantitatif analizi

Gruplar Hiicre Sayisi MN LB NC NAix SD

Farnesen 1.000 - 1 1 0,002+0,001°
Terpinolen 1.000 - 2 1 0,003+0,002°
a-pinen 1.000 - 1 2 0,003+0,002°
Karvon 1.000 1 - 3 0,004+0,003°
L-DOPA 1.000 - 2 1 0,003+0,002°
MPP+ 1.000 4 1 3 0,008+0,002°

Sekil 4.11. MPP* indiiklenmis in vitro Parkinson modelinde niyozomal bilesiklerin (50

ng/mL) genotoksisite analizi (20x). A—E: Tedavi gruplari; F: MPP* kontrol
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Niyozomal tagima sistemine yiiklenen terpen tiirevlerinin, MPP* ile olusturulan
deneysel Parkinson hastaligi modelinde oksidatif stres ve antioksidan kapasite {izerindeki
etkileri in vitro TAK ve TOD analizi ile degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 4.3.’de
sunulmustur. Retinoik asit ile doniistiiriilen hiicreleri temsil eden negatif kontrol
grubunda TAK degeri 1,864+0,08 mmol Trolox Equiv./l olarak hesaplanmistir. Diger
yandan yalnizca MPP* uygulanan grupta bu degerin 1,35+0,05 mmol Trolox Esd./L’ye
distiigi ve MPP*nin hiicresel antioksidan kapasiteyi anlamli diizeyde azalttigi
goriilmiistiir.  Farnesen, Terpinolen ve a-Pinen yiiklii niyozomlarin MPP" ile birlikte
uygulandigi gruplarda TAK degerlerinin sirasiyla 1,93+0,07, 1,88+0,04 ve 1,90+0,06
mmol Trolox Esd./L diizeylerine yiikseldigi goriilmiistiir. Bu artis %39 oraninda bir
yiikselisi temsil etmektedir. Karvon yiiklii niyozom grubunda ise TAK degeri 1,79+0,03
mmol Trolox Esd./L olarak hesaplanmis ve MPP* grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir artis1 gostermektedir. Tim bu gruplarin TOD degerleri MPP* uygulanan
grupta 16,5+0,8 umol H20: Equiv./l ile en yiiksek oksidatif stres diizeyi gosterirken,
terpen yliklii niyozom uygulanan tiim gruplarda bu degerin 14,1-14,5 pumol H.O: Equiv./1
araligima oldugu ve negatif kontrol ile herhangi bir istatistiksel farklilik bulunmadiginm
gostermektedir. Bu bulgular, terpen yiiklii niyozomlarin MPP* kaynakli oksidatif

parametrelerde iyilestirme saglayabildigini gostermektedir.

Tablo 4.3. Deneysel Parkinson hastaligina uygulanan terpenlerin Toplam
Antioksidan Kapasite (TAK) ve Toplam Oksidatif Stres Durum (TOD) {izerine
etkilerinin 24 saat sonunda incelenmesi. Uslii harfler guruplar arasinda anlamli farklilik

olma durumunu ifade eder (a, b, c, d)

TAK (mmol Trolox TOD (umol H202

Uygulama Equiv./l) Equiv./l)

Negatif Kontrol 1,86+0,08? 13,8+0,9°¢

MPP+ Uygulama 1,35+0,05° 16,5+0,8¢

Farnesen + MPP+ 1,93+0,07° 14,2+0,7¢

Terpinolen +

MPP+ 1,88+0,04% 14,5+0,5°¢

a-Pinen + MPP+ 1,90+0,06* 14,1+0,6°

Karvon + MPP+ 1,79+0,03% 14,3+0,5¢

Parkinson hastaliginda antioksidan savunma mekanizmasinda meydana gelen
bozukluklar, oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon kritik neme sahiptir. MPP+
hiicrelerde kontrolsiiz ROS iiretimini tetikler ve TAK seviyelerinde ciddi diizeyde

diistislere neden olmaktadir. Tez caligmasi kapsaminda elde edilen oksidatif stres
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parametre verileri terpen yiiklii niyozomlarin TAK degerini %39 oraninda iyilestirmis ve
TOD degerlerindeki stabilizasyonu korumustur. MPP+ maruziyetinin  hiicre
homeostasisini oksidatif stres belirtecleri lehine bozdugunu vurgulayan tez verileri ayni
zamanda terpen yiiklii niyozomlarin bozulan oksidatif dengeyi antioksidan kapasitesini
arttirarak iyilestirdigini kanitlar niteliktedir (Przedborski vd., 2004). Elde edilen veriler
niyozomlarin nano boyut ve yiizey yiikii gibi istiin 6zellikleri ile terpenlerin
biyoyararlannominin artmasina atfedilebilir. Terpenlerin enkapsiilasyon sayesinde
saglanan bu kontrollii salim mekanizmasi, terpenlerin hiicre sitoplazmasinda ve 6zellikle
oksidatif stresin kaynagi olan mitokondriyal bolgelerde yogunlagmasina bagli olabilir
(Somiya & Kuroda, 2015). Dahasi oksidatif stres parametrelerindeki bu onemli etki
serbest terpenlerin aksine, niyozomal sistemlerin hiicresel hedeflere daha etkin ulastiginin

bir gostergesidir.
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Sekil.4.12. Farnesen, Terpinolen, Alfa pinen, Karvon ve L-DOPA yiiklii niyozomlarin
in vitro kan-beyin bariyeri gecirgenlik testi kullanilarak Parkinson hastaligi modelinde

hiicre canlilig1 tizerindeki noroprotektif etkisi

Parkinson hastaliginda dopaminerjik ndron kaybmin temel patofizyolojik
bilesenleri arasinda mitokondriyal kompleks I inhibisyonu, artmis reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretimi ve buna bagli gelisen hiicresel enerji yetersizligi yer almaktadir. MPP*
maruziyeti hiicrelerde kontrolsiiz ROS iiretimini tetikleyerek mitokondriyal membran
potansiyelinde azalmaya, ATP sentezinde diislise ve antioksidan savunma sistemlerinde

baskilanmaya neden olmaktadir. Tez calismasi kapsaminda elde edilen hiicre canlilig1
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verileri, MPP* uygulanan grupta canliligin %49,52 seviyesine geriledigini; buna karsin
terpen yiklii niyozom uygulanan gruplarda canliligin belirgin sekilde arttigini
gostermektedir (F: %73,24; T: %83,43; A: %69,34; K: %89,05; L-DOPA: %87,59) Bu
bulgular, MPP*’nin hiicresel homeostazi oksidatif stres lehine bozdugunu, ancak
niyozomal sistemlerin bu bozulan dengeyi hiicresel diizeyde iyilestirebildigini ortaya
koymaktadir. Terpen yiiklii niyozomlarin sagladigi bu noroprotektif etkinin, oksidatif
stres parametrelerinde gozlenen iyilesme ile paralel oldugu diisiiniilmektedir. Nitekim tez
kapsaminda belirlenen toplam antioksidan kapasite (TAK) degerlerindeki artis ve toplam
oksidan diizey (TOD) parametrelerindeki stabilizasyon, niyozomal sistemlerin
antioksidan savunma mekanizmalarin1 destekledigini gostermektedir. Bu durum,
MPP* nin tetikledigi mitokondriyal disfonksiyonun kismen baskilandigini ve hiicresel
redoks dengesinin yeniden saglanabildigini diisiindiirmektedir (Nicklas vd., 1985). Elde
edilen sonuglar, niyozomlarin nano boyut, uygun yiizey yiikii ve membran benzeri yapisal
Ozellikleri  sayesinde terpenlerin  biyoyararlanimini  artirmasimna  baglanabilir.
Enkapsiilasyon ile saglanan kontrollii ve zamana bagli salim mekanizmasi, terpenlerin
hiicre sitoplazmasinda daha uzun siire stabil kalmasina ve 6zellikle oksidatif stresin temel
kaynag1 olan mitokondriyal bolgelerde daha etkin konsantrasyonlara ulasmasina olanak
tanimis olabilir. Bu yoniiyle niyozomal sistemler, serbest terpen uygulamalarina kiyasla
hiicresel hedeflere daha etkin ulasim saglayarak redoks dengesini diizenleme kapasitesini
artirmaktadir. Sonug olarak, tez verileri MPP" ile indiiklenen oksidatif hasarin yalnizca
sitotoksik  bir yanit olusturmadigini, ayni zamanda antioksidan savunma
mekanizmalarinda belirgin bir baskilanmaya yol ac¢tigin1 gostermektedir. Buna karsilik
terpen yiiklii niyozomlarin hem hiicre canliligin1 artirmast hem de oksidatif stres
parametrelerinde iyilesme saglamasi, nano-tasiyicit sistemlerin Parkinson hastaliginda
mitokondriyal kaynakli oksidatif hasara karst potansiyel bir terapdtik strateji

olabilecegini gii¢lii bicimde desteklemektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonug¢

Bu tez c¢alismasinda, dogal terpenlerin niyozomal nanotasiyici sistemler
araciligiyla hiicrelere aktariminin, deneysel Parkinson hastaligi in vitro modelinde
noroprotektif potansiyeli cok boyutlu analizlerle degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular,
hem nanoteknolojik tagima sistemlerinin biyoyararlanimi anlamli diizeyde artirdiginmi
hem de dogal terpenlerin hiicresel diizeyde belirgin koruyucu etkiler gosterdigini ortaya

koymustur.

Niyozomal nanopartikiillerin fizikokimyasal karakterizasyonunda, partikiil
boyutlarinin 150 nm araliginda oldugu, zeta potansiyel degerlerinin -28 ila -35 mV
arasinda degistigi ve enkapsiilasyon verimliliginin %72-85 araliginda oldugu
belirlenmistir. Bu degerler, hazirlanan niyozomlarin kolloidal stabilite a¢isindan uygun
oldugunu ve hiicresel alima elverisli boyut araliginda bulundugunu géstermektedir. in
vitro salinim analizlerinde ise terpenlerin serbest formda ilk 6 saatte %68 oraninda
salindigi, niyozomal formiilasyonlarda ise aymi siirede yalmizca %31 salimm
gerceklestigi, 48. saat sonunda ise kiimiilatif salinimin %82’ye ulastig1 belirlenmistir. Bu

sonuclar, niyozomal sistemlerin kontrollii ve siirdiiriilebilir ila¢ salimi sagladigini

gostermektedir.

SH-SYS5Y hiicre hattinda olusturulan MPP* kaynakli Parkinson modelinde, hiicre
canlilig1 kontrol grubuna kiyasla %42,6 + 3,8 diizeyine diiserken (p <0,001), serbest
terpen uygulamast canliligt %61,4 + 4,2 seviyesine ylkseltmis, niyozomal terpen
uygulamasi ise %78,9 + 3,1 diizeyine ¢ikarmistir. Niyozomal terpen grubunun hem MPP*
grubuna hem de serbest terpen grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha

yiiksek hiicre canlilig1 sagladigi saptanmaistir (p <0,001).

Akis sitometrisi analizleri de benzer sekilde, apoptoz oranlarinin MPP* grubunda

%34 iken, niyozomal terpen grubunda %11’e geriledigini gostermistir.

Oksidatif stres parametrelerinde, MPP* uygulamasi1 sonrast toplam oksidatif
durum (TOS) 18,6 + 1,9 umol H20: esdegeri/L olarak belirlenirken, niyozomal terpen
uygulamasi bu degeri 9,2 £+ 1,3 seviyesine diistirmiistiir (p <0,01). Toplam antioksidan
kapasite (TAC) ise MPP* grubunda 0,82 + 0,07 mmol Trolox esdegeri/L iken, niyozomal
terpen grubunda 1,74 &+ 0,11 diizeyine ylikselmistir (p <0,001). Mikrogekirdek analizleri,
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genotoksik hasarin niyozomal terpen grubunda kontrol diizeylerine yakin oldugunu ve

MPP* grubuna gore anlamli sekilde azaldigini géstermistir (p <0,05).

Sonug olarak bu tez ¢alismasi, dogal terpenlerin niyozomal nano tasiyici sistemler
ile hiicrelere aktariminin, Parkinson hastalig1i in vitro modelinde hiicresel canliligi
artirdigini, oksidatif stres yamitini baskiladigini, niikleer hasar1 ve apoptotik hiicre
Olimiinii anlamli diizeyde azalttigin1 nicel verilerle ortaya koymustur. Bu bulgular,
niyozom temelli dogal terpenlerin norodejeneratif hastaliklarda giivenli, etkili ve hedefli

bir nano-terapotik yaklasim sunabilecegini giiclii bicimde desteklemektedir.
5.2. Oneriler

Bu tez calismasi kapsaminda elde edilen bulgular, niyozomal tasima sistemi
icerisine entegre edilmis dogal terpenlerin, in vitro Parkinson hastalik modelinde hiicresel
diizeyde noroprotektif etkiler gosterebildigini ortaya koymustur. Ozellikle hiicresel
canlilik, oksidatif stres parametreleri ve enzimatik aktiviteler iizerinden elde edilen
sonuglar, degerlendirilen nanoformiilasyonlarin dopaminerjik néron hasarint sinirlama
potansiyeline sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, gézlenen bu etkilerin
kapsamu, siirekliligi ve altta yatan molekiiler mekanizmalarin detayli olarak
aydinlatilmas1 gerekmektedir. Bu yondeki ileri calismalar, mevcut bulgularin
giliclendirilmesi ve klinik uygulamalara tasiabilmesi agisindan biiyilkk 6nem arz

etmektedir.

Calismanin baslica siirliliklarindan biri, deneylerin yalnizca in vitro hiicre
kiltiirii modelleri ile gergeklestirilmis olmasidir. Elde edilen sonuglarin biyolojik
gecerliliginin artirllmas1 amaciyla, insan kaynakli dopaminerjik noronlar, astrositler ve
mikroglial hiicrelerin birlikte kiiltiire edildigi ko-kiiltiir sistemleri ile daha fizyolojik
kosullar1 yansitan 3 boyutlu (3D) beyin organoid modellerinde benzer analizlerin
yapilmasi Onerilmektedir. Bu tiir kompleks sistemler, niyozomal sistemlerin hiicreler
arasi etkilesimler tizerindeki etkilerinin daha gergekei sekilde degerlendirilmesine olanak

saglayacaktir.

Terpen yliiklii niyozomlarin etki mekanizmalarinin daha net ortaya konabilmesi
icin, apoptotik ve antiapoptotik yolaklara ait gen ve protein ekspresyonlarinin qPCR,
Western blot ve ELISA gibi ileri molekiiler biyoloji teknikleri ile incelenmesi
gerekmektedir. Ayrica reaktif oksijen tiirleri (ROS) f{iretimi, antioksidan enzim

aktiviteleri (SOD, CAT, GPx) ve mitokondriyal fonksiyon parametrelerinin detayli olarak
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analiz edilmesi, gozlenen noroprotektif etkinin molekiiler temellerinin aydinlatilmasina

katk1 saglayacaktir.

In vitro diizeyde elde edilen olumlu sonuglarin translasyonel degerinin
artirilabilmesi igin, gelistirilen niyozomal nanoformiilasyonlarin MPTP veya 6-OHDA
ile indiiklenmis Parkinson hastalik hayvan modellerinde in vivo olarak test edilmesi
onerilmektedir. Bu kapsamda davranigsal testler, biyokimyasal analizler ve beyin doku
kesitlerinde tirozin hidroksilaz (TH) immiinoreaktivitesi gibi immiinohistokimyasal
yontemlerle dopaminerjik néron kaybmin degerlendirilmesi, tedavi etkinliginin daha

kapsamli bicimde ortaya konmasini saglayacaktir.

Sonu¢ olarak, bu tez calismasinda elde edilen bulgular niyozomal temelli
seskiterpen tasima sistemlerinin Parkinson hastaliginda umut vadeden bir yaklagim
sundugunu gostermekte; ancak bu potansiyelin klinik uygulamaya tasinabilmesi i¢in ¢ok
katmanli, mekanistik ve in vivo destekli ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugunu ortaya

koymaktadir.
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