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OZET

Burun havanin viicuda girigini saglayan, solunum sisteminin ilk bolimiidiir.
Kolay uygulanabilirlik ve genis ylizey alani1 nazal yolun ilag uygulamalari i¢in 6nemli
bir alternatif olmasini saglamistir.

[laglarin beyne tasinmasinda nazal yolun kullanimi konusunda giinden giine
artan bir ilgi mevcuttur. Beyne ila¢ tasimasi i¢in nanopartikiillerin kullanimi giincel
yontemlere Onemli stiinliik saglamaktadir. Nanopartikiillerle ilag tasima
teknolojisinin en 6nemli Gstlinligii nanopartikiillerin terapdtik ilag molekiiliiniin kan
beyin engeli gecisini arttirmasidir. Ozellikle p-glikoprotein substrati maddelerin
hiicreden gegislerinin ve emilimlerinin arttirilmasinda nanopartikiil ilag tasiyici
sistemlerin kullanimi yillardir ¢alisilmaktadir.

Bu tez ¢aligmasi ile beyinde migren hastaliginda kullanilan p-glikoprotein
substrati oldugu bilinen eletriptan hidrobromiiriin (EH) nazal yolla uygulanacak
nanopartikiiler formiilasyonlar1 gelistirilerek nazal yolla elde edilen etkinligin
intravendz yolla uygulanan EH ¢0zeltisi ve nanopartikiillerinin etkinlikleri ile
karsilastirilmast amaglanmastir.

Bu amagla PLGA polimeri ve stabilizan olarak polivinil alkol (PVA), sodyum
seskioleat (SS), pluronik F68 (F68) ve sodyum kolat (SK) kullanilarak EH yiikli
nanopartikiiller hazirlanmistir. Hazirlanan nanopartikiiller iirlin verimi, ilag yiikleme
etkinligi, partikiil biiyiikliigii ve polidispersite indeksi, yiizey ylkleri, morfolojik
ozellikleri, in vitro ¢oziinme hiz1 a¢isindan degerlendirilmistir. Kullanilan dort ytlizey
etken madde ile hazirlanan nanopartikiillerin hiicre kiiltlirii ¢alismalariyla etken
maddenin sitotoksisitesi ve p-glikoprotein substrati 6zelliklerinin inhibisyonu {izerine
etkileri incelenmistir. Wistar Albino ratlara intravendz ve intranazal ¢ozelti halinde
veya nanopartikiil icerisinde EH uygulanmis, elde edilen kan ve beyindeki etken
madde miktarlar1  kiyaslanmistir.  Nanopartikiill —uygulamasinin, eletriptan
hidrobromiiriin beyne ila¢ hedefleme etkinligini % 206,23’ten % 367,57’ye
yiikselttigini ve elde edilen en yiiksek AUC degerinin intranazal stabilizan olarak PVA
iceren nanopartikiil formiilasyonunun (100,34+29,13) uygulamasiyla oldugu tespit
edilmistir. Ratlarin beyinlerinin 7rigeminal Nucleus Caudalis bolgesinde dlgiilen ¢ fos
mRNA ve P maddesi miktarlarina gore beyne gegen -eletriptan hidrobromiir

miktarlarina benzer sonuglar bulunmustur.



Sonug olarak EH’nin beyinde daha yiiksek derisime ulagmasi amaciyla nazal
uygulama i¢in nanopartikiil formiilasyonlart gelistirilmis, ancak migren tedavisinde
etkinliginin arttirilmasina yonelik hem kan hem de beyinde etkinligin arttirilmasi igin

yeni ¢aligsmalar planlanmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Beyne Hedefleme, Eletriptan Hidrobromiir, Nanopartikiil
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ABSTRACT

The nose is the first part of the respiratory system that allows air to enter the
body. Easy application and high surface area make it an important alternative for nasal
drug applications.

There is a growing interest in use of nasal passages for the transport of
medicines to the brain. The use of nanoparticles for drug delivery in the brain provides
a significant advantage over current methods. The most important advantage of drug
delivery technology with nanoparticles is that the therapeutic drug molecule of
nanoparticles increases blood-brain barrier penetration. For many years, the use of
nanoparticle drug delivery systems has been studied for increasing the absorption and
cellular uptake of p-glycoprotein substrates.

This thesis study aims to compare the efficacy of nasal administration of
eletriptan hydrobromide (EH) which is known to be a p-glycoprotein substrate used in
migraine headache in the brain, with the efficacy of intravenous EH by using both
solution and nanoparticles.

For this purpose, EH loaded nanoparticles were prepared by using PLGA
polymer and Polyvinyl Alcohol (PVA), Sodium Sesquioleate (SS), Pluronic F68 (F68)
and Sodium Colate (SK) as stabilizing agent. The prepared nanoparticles were
evaluated in terms of product yield, encapsulation efficiency, particle size and
polydispersity index, surface charges, morphological characteristics and in vitro
dissolution rate. The effects of the nanoparticles prepared with four surface active
agents on the inhibition of the cytotoxicity and P glycoprotein substrate properties of
the active substance were investigated by cell culture studies.

EH was administered intravenously and intranasally to wistar albino rats in
solution or in the nanoparticles, and the amounts of active substance in blood and blood
obtained were compared. Nanoparticle administration increased the drug targeting
activity of the eletriptan hydrobromide to brain from 206.23% to 367.57%, and the
highest AUC value obtained was the intranasal application of nanoparticle formulation
containing PVA as an stabilizer (100,34 + 29,13). Similar results were obtained with
the amounts of ¢ fos mRNA and Substance P measured in the Trigeminal Nucleus

Caudalis region of the brains of the rats.



Vi

As a result, nanoparticle formulations for nasal application have been
developed to achieve higher concentration of EH in the brain, but new studies have
been planned to increase the efficacy of migraine treatment in order to increase both

blood and brain activity.

Keywords: Brain targeting, Eletriptan Hydrobromide, Nanoparticle
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GIRIS VE AMAC

Burun solunum i¢in havanin viicuda girisini saglayan, solunum sisteminin ilk
boliimiidiir. 120-140 mm derinlige ve 160 cm? alana sahiptir. Burun vestibular,
turbinat ve kuko bdlgesi olmak tizere 3 bdliimden olusur. Kolay uygulanabilirlik ve
yiiksek ylizey alani nazal yolun ila¢ uygulamalari i¢in 6nemli bir alternatif olmasini
saglamistir.

Nazal yol oncelikle nazal enfeksiyonlar, nazal konjestiyon ve alerji gibi lokal
hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Nazal yol ayrica oral ve parenteral yol gibi sistemik
ilag uygulama yollarina alternatif olarak da kullanilabilir. Sistemik etki amaciyla
kullanildiginda nazal mukoza hizli ilag emilimi ve buna bagl hizli etki baslangici,
gastrointestinal ve hepatik ilk gegis etkisinin asilmasi nedeniyle biyoyararlanimin
arttirtlmasi1 ve girisimsel olmamasi nedeniyle acisiz uygulama gibi bir¢ok avantaj
sunar (1).

Vezikiiler stomatitis ve gocuk felci gibi viriislerin nazal bosluktan beyne
gectikleri gozlenmistir. Bu gegis koku sinirleri vasitasiyla oncelikle beynin koku
bolgesine daha sonra diger beyin bolgelerinedir(2, 3). Yapilan calismalarla birgcok
molekiiliin bu yolla beyne gecebildigi gozlenmistir. Burundan beyne ilag gegisi
amaciyla nazal yolun kullanimi1 son yillarda ilgi ¢ekici bir hal almistir. Birgok ¢alisma
ile ¢esitli hastaliklarin tedavisi amaciyla farkli etken maddeler kullanilmistir. Ancak
polar yapili ve biiylik molekiillerin permeabiliteleri bu yol kullanildiginda diisiiktiir.
Nazal epitelde yer alan enzimlerle metabolize olan maddelerin etkinligi de bu yolla
kullanildiginda diiser. Nazal yolla uygulanan toz ve sivi formiiller 15-20 dakika
icerisinde klirense ugramaktadir(1).

Ilaglarin beyne tasinmasinda nazal yolun kullanimi konusunda giinden giine
artan bir ilgi mevcuttur. Birgok calisma ile diisiik molekiil agirligina sahip
molekiillerin intranazal uygulama ile beyne gecisinin arttirildigi gosterilmistir. Bu
yolla ila¢ tasinmasinda ¢esitli mekanizmalar ve yolaklar 6ne siirtilmiistiir(4, 5). Koku
sinirlerinin burundan beyne ila¢ tasinmasinda ana yolak oldugu diisiiniilmektedir.
Koku reseptdr noronlari ile alinan molekiiller aksonlar boyunca yol alarak beynin koku
bolgesine ulasir. Bu gecis genellikle yavastir ve birkag¢ saat alir. Bu yolla genellikle

diisiik molekiil agirhigina sahip ve yliksek lipofilik 6zellik gosteren maddeler tasinir.



Molekiiller ayrica perindral néron kanallarini kullanarak ekstraseliiler mekanizma ile
de taginirlar. Bu islem 30 dakikadan daha az siirer(1, 6).

Varlig1 kanitlanan bir diger gecis yolagi trigeminal sinirlerdir. Radyolojik
olarak isaretlenmis insiilin benzeri biliylime faktoriiniin nazal uygulama sonrasi doku
dagilimini incelenmis ve santral sinir sistemine girigte beynin koku bolgesiyle nazal
bosluk arasinda yer alan koku bolgesi ve beyinsap: ile omurilik arasinda yer alan
trigeminal sistem olmak {izere iki yolak ile karsilasilmistir. Ayrica diger ¢aligsmalar ile
lenfatik kanallar gibi farkli yolaklarinda beyin ve santral sinir sistemine ilag gecisinde
etkili oldugu gosterilmistir(6, 7).

Son olarak nazal bosluk ile beyin arasindaki diger yolak, nazal bosluktaki
vendz kan damarlariyla sistemik dolasima giren ilaglarin hizla beyin ve omuriligi
besleyen sahdamarile taginmasiyla agiklanan yoldur. Bu isleme ters tasinma da
denilir(6, 8).

Norolojik bozukluklardan biri olan migren 6zellikle 15-55 yas arasini etkileyen
ciddi bir hastaliktir. Siddetli agr1 ile beraber baz1 durumlarda bulanti, kusma, 1s18a ve
sese hassasiyet genel belirtileridir. Patofizyolojisi halen tam olarak aydinlatilamayan
bu hastaligin olusumunda genellikle 3 temel mekanizmanin etkili oldugu
diistiniilmektedir. Bunlar: kranyal arteryel vazodilatasyon, ekstraserebral norojenik
inflamasyon ve santral agri iletiminin inhibisyonundaki azalmadir (9).

Seratonin mediyatorleri migren ataklarinda diisen serotonin seviyesinin
diizeltilmesi amaciyla uzun yillardir kullanilmaktadir. Seratonin mediyatorlerinden
biri olan eletriptan lipofilik, oral olarak uygulanabilen, hizli ve etkili bir ilagtir.
Lipofilik o6zellikleri ilacin kan beyin engelinden yiiksek oranda gegecegini
diisiindiirmesine ragmen bu ilacin p-glikoprotein (P-gp) substratt olmasi1 ve santral
sinir sisteminden disar1 atilmasi nedeniyle eletriptanin kan beyin engelini gegisi diger
maddelerden diistiktiir(10).

Kan beyin engelinden beyne ilag tagimasi i¢in nanopartikiillerin kullanim
giincel yontemlere onemli Ustlinlilk saglamaktadir. Nanopartikiillerle ilag tasima
teknolojisinin en dnemli {istiinliigli nanopartikiillerin terapotik ilag molekiiliiniin kan
beyin engeli gecisini arttirmasidir(11). Bu 6zelliklerden birisi olan P-gp substrati
maddelerin hiicresel ge¢is ve emilimlerinin arttirilmasinda nanopartikiil ilag tasiyici

sistemlerin kullanimi yillardir ¢calisilmaktadir.



Bu tez caligmasi ile beyinde migren hastalifinda kullanilan P-gp substrati
oldugu bilinen EH’nin nazal yolla uygulanacak nanopartikiiler formiilasyonlari
gelistirilerek (1) nazal wuygulamada eletriptan hidrobromiir ¢ozeltisinin  ve
nanopartikiillerinin hangi hiicresel ge¢is mekanizmasini kullanarak etki gosterdigi, (2)
EH iceren PLGA nanopartikiillerinin hazirlanmasi ve islem parametrelerinin
etkilerinin ag¢iklanmasi, (3) hazirlanan nanopartikiillerin P-gp inhibisyonunda
etkinliginin incelenmesi, (4) farmakokinetik Ozelliklerinin tespit edilmesi, (5)
beyindeki migren ataklarinda miktar1 degisen c-fos-mRNAve P maddesi miktari
tizerine etkisinin belirlenmesi ve (6) nazal yolla elde edilen etkinligin intravenz yolla
uygulanan eletriptan hidrobromiir ¢6zeltisi ve nanopartikiillerinin etkinlikleri ile

karsilastirilmas1 amaglanmaktadir.



GENEL BILGILER

2.1. Santral Sinir Sistemi

Santral sinir sistemi (SSS) beyin ile omurilikten olusur ve
travmalardankafatasiylavertebra tarafindan (Resim 2.1) korunur (2, 12). Omurilik,
kafatasindanilk lumbar vertebraya kadar uzanir. Omurilik; viicuttaki cilt, eklemler,
kaslardan duyusal sinirleri alir ve istemli ve refleks hareketlerden sorumlu motor
noronlari igerir. Yapisal olarak omurilik gri madde ve ¢evreleyen beyaz maddeden
olusur. Sinir hiicrelerinin govdelerini igeren gri maddedorsal ve enine kesitte
seklinden dolayr bu isim verilen 6n boynuzkismina ayrilir. Dorsal boynuz cevresel
uyarilar1 alan sensor noronlarin diizenli dizilimlerinden olusurken 6n boynuz belirli
kaslar1 uyaran motor g¢ekirdekleri icerir. Beyaz madde, duyusal sinirlerin beyne
ulastig1 yiikselen yolaklar, motor komutlar1 ve modiilatr etkileri beyinden tasiyan
alcalan yolaklar1 olusturan miyelinli aksonlardan meydana gelir. Dorsalkdklerde yer
alan farkli akson simiflar1 aci, sicaklik ve dokunma gibi duyulara aracilik eder.
Omurilik ayrica i¢ organlardan duyusal sinirleri alir. Ventral kékler, kaslar1 uyaran
motor noronlarin ¢ikan aksonlarindan olusan demetlerdir (12).

Kafatasi
Beyin zarlar

Beyin yanm
kireleri

Beyin
ST

Omurilik sogan)
Omurilik si1visi

Omurilik

Resim 2.1. Beynin yapist (13)



Beyin; sivi dolu ventrikiiler sistem ve beyin omurilik sivisinin (BOS)
bulundugu araknoid bosluk tarafindan ¢evrelenmistir. Bu bosluk ise {i¢ membrandan
olusan beyin zar1 ile ¢evrelenmistir: Kafatasinin altinda bulunan dis zar (dura mater),
dogrudan beyni saran pia mater ve arada bulunan araknoid. Pia mater ve arachnoid
arasi ise araknoidbosluktur (2). Beyin; iki beyin yarikiiresi, beyincik, beyin sap1 ve
ventrikiillerden olusur (14).

Beyin sag ve sol yarim kiireden meydana gelir. Beynin i¢inde serebrum
ilebeyin sapmin arasi diensefalon(gri cevher)diye adlandirilir ve beyin dokusu genel
olarak beyin zariadi verilengri madde, beyaz madde, beyin-omurilik sivist (BOS)
seklinde siniflandirilabilir. Gri madde agirlikli olarak sinir hiicrelerinin gévdelerinden,
beyaz madde ise sinir liflerinden olusur. Beyin yarim kiireleri beynin en biiyiik
kisimlaridir ve beyaz madde lifleri ile birbirine baglanmiglardir (15).

Beyin zari, lizerini orten kafatasina gore frontal, parietal, temporal ve oksipital
seklinde dort ana loba ve corpus callosumundorsal yiiziinii ¢evreleyen singulat korteks
ve frontal, parietal ile temporal loblarin asir1 biiyiimesi nedeniyle yiizeyde
gorilemeyen insula bolgelerine ayrilir. Frontal loblarin islevi planlama, organize
etme, strateji olusturma oldugu gibi aym1 zamanda baslama, degistirme ve dikkati
siirdiirmedir. Beynin yiiriitiiciisiiolarak tanimlanirlar. Parietal loblar genel olarak
dokunma, basing, ates, soguk ve aci gibi duyusal sinirleri almak ve islemekten
sorumludurlar. Ayrica viicut farkindaliginin algilanmasi ve ¢evreyi tanimlamak igin
gerekli uzaysal koordinat sisteminin olusturulmasina katkida bulunur. Temporal
loblar; dil, duygular/heyecan ve hafiza islevlerine hizmet ederken, oksipitalloblar
gorsel bilgileri isleme ve nesneleri tanima islevlerine dahil olur (15).

Bu dort lob insan beyninde goreceli olarak tutarli bir yerde bulunan korteks
yolaklarina gére tanimlanir. Serebral korteksin en dnemli girintilerindenbiritemporal
lobu frontalve parietal loblardan ayrir. Insular korteks, lateral sulcusun orta sinirmi
olusturur. Bir diger énemli girinti, merkezi sulcus, yar1 kiirenin dorsal ylizeyinin
ortasinda ve yaninda yer alir ve frontal ve parietal loblar: ayir. Frontal, parietal ve
temporal loblarin cevreledigi ve beynin sivi dolu ventrikiillerini saran serebral
yarikiirelerin orta kisimlarmin siirekliligine ilk kez Pierre Paul Broca dikkat ¢gekmistir.
Broca, bu bolgeyi /limbik lob olarak adlandirmustir. Limbik lob serebral korteksin

bliylik altboliimlerinden biri olarak degilcorpus callosumu c¢evreleyen singular



korteks, insular korteks gibi, neokorteksin ayri bir boliimii olarak diigtiniilmektedir (2,
15).

Beyincik, ya da kiiclik beyin, iki yarikiireye sahip olmasi ve hayli katlanmis
yiizeyi ya da korteksi ile beyne benzemektedir. Beyincik, serebral yarikiireler de dahil
beynin diger altboliimlerinden daha ¢ok sayida noron icerir. Beyincigin yiizeyi ya da
korteksi, belirgin catlaklarla ayrilan ¢ok sayida loba ayrilir. Beyincik, durusu devam
ettirmek, bas ve goz hareketlerinin koordinasyonu ve kas hareketlerinin ince ayar1 ve
motor yeteneklerin 6grenilmesinde énemli olan; omurilikten somatosensér bilgileri,
serebral korteksten motor bilgileri, i¢ kulaktaki vestibuler organlardan dengeyle ilgili
bilgileri alir. Beyincik onceleri hareketlerin koordinasyonuna dahil olan bir beyin
bolgesi olarak goriilse de artan sayida noropsikolojik, nérofizyolojik ve
norogoriintilleme ¢alismalar1 beyincigin zihinsel islev, dil ve duygusal kontrol
konusunda daha ¢ok rol oynadigini gostermistir. Bu fonksiyonlarin altinda yatan
duyusal baglant1 bolgelerinden gelen girdilerdir (12).

Beyin sapt omurilikle devam eder ve duyusal ve motor sistemlerin
cesitliliklerine katkida bulunan farkli sinir hiicresi kiimeleri igerir. Duyusal girdiler ve
beyin kokiiniin motor cevaplari islevsel olarak 31 spinal sinirin analogu olan 12
kranial sinir tarafindan yiiriitiiliir. Omurilik algilama ve govde ile ekstremitelerin
motor kontroliine aracilik ederken, beyin kokii kafa, boyun ve yilizdeki duyularin
kontrolii ile ilgilidir (15).

Beyin sap1 ayrica isitme, denge ve tat alma gibi 6zellesmis farkli duyulardan
veri girig bolgesidir. Beyin kokiindeki motor noronlar kafa ve boyun kaslarini kontrol
eder. Beyin kokiindeki noronlar ayrica kardiyak ¢ikis ve kan basincinda diisiis, gut
peristaltizminde artis ve pupil daralmasi gibi parasempatik reflekslere de aracilik eder.
Beyin kokii duyusal ve motor verileri merkezi sinir sisteminin diger boliimlerine
tagiyan inen ve ¢ikan yolaklar icerir. Ek olarak, retikiiler olusum olarak bilinen, beyin
kokiiniin ¢ekirdeginde dagilmis ndronlarin gorece ayrintili agi, omurilik ve beyin
kokiine giren duyusal verilerin ¢ogunun bir 6zetini alir ve organizmanin uyarilma
seviyesini etkilemesi agisindan onemlidir (2, 14, 15).

Ventrikiiller, beynin serebrovaskiiler sivi dolu bosluklaridir. Birbirine bagh

serebrospinal siv1 ile dolu dortserebral bosluk igerir (2, 14).



2.2. Kan Beyin Engeli

Kan-beyin/kan-serebrospinal sivi engelinin varligin1 gosteren ilk caligmalar
19. yy’m sonunda Paul Ehrlich tarafindan gerceklestirilmistir: Ehrlich deney
hayvanlarinin kanina anilin boyasi enjekte etmis ve beyin disinda tiim organlarin
lekelendiginin farkina varmistir (16). 20. yy’in basinda Ehrlich’in 6grencisi olan
Edwin Goldmann iv ya da sc olarak tripan mavisi enjekte etmistir. Tripan mavisi
koroid pleksus ve dura materi lekelemis ve serebrospinal siviya 6nemli miktarda
girmemistir. Tersine serebrospinal siviya dogrudan tripan mavisi enjeksiyonundan
sonra beyin ve omuriligin lekelenmesi serebrospinal siv1 ve beyin dokusu arasinda
sik1 difiizyonel bir engel varligin1 gostermistir (17, 18). Dura mater ve araknoid
arasinda ¢ok sayida diiz hiicre tabakasi sik1 kavsaklar ve bag kavsaklaria baglidir ve
tam olmayan bazal membranla kaplidir (19). Beyincik bolgelerinde, kapiller endoteller
sik1 baglantilara sahiptir. Kan-serebrospinal sivi engelinin morfolojik iligkisi siki
baglantilarla bagli koroid pleksusun silindirik epitelidir(20).

Kan beyin engeli, maddelerin periferal dolasim ve SSS arasinda hareketi i¢in
bir sinir olusturur. Bu sekilde olas1 nérotoksik maddelerin beyne girigini sinirlasa da
ayni zamanda merkezi sinir sistemine tedavi amaciyla terapotiklerin ulagimi i¢in de
biiyiik bir engel olusturur. Kan beyin engeli, diisiik hizda pinositoza izin verir ve siki
baglantilara sahiptir. Yetigkin memeliler iki aktif SSS jerminal bolgesine sahiptir:
hipokampal internéronlar: Ureten dentate gyrusun subgranular bolgesi (21), lateral
ventrikiillerin ependimal tabakasinin yaninda yer alan ve néron inkorporasyonunun
ergenlik donemine kadar devam ettigi koku soganina go¢ eden interndronlar iireten
on beyin subventrikiiler bolge (SVZ) (22, 23).Kan-beyin engeli mikrodamarlanma
seviyesinde yer alir ve merkezi sinir sisteminin someostaziigin 6nemlidir. Kan beyin
engeli kandan beyne ¢6ziinmiis maddelerin paraseliiler difiizyonunu 6nemli 6l¢iide
kisitlar(24). Bu kisitlama 3 tip engelle gergeklesir:

Kan beyin engeli oncelikli olarak serebral mikrodamarlari ve cevreleyen
perivaskiiler elementleri kaplayan endotelyal hiicrelerden olusmustur. Beynin serebral
kan kapillerleri beyin mikrodamar endotelyal hiicrelerinden olugsmustur (BMVEC).
BMVEC ile normal endotelyal hiicreler arasindaki temel fark siki baglantilardir.
Komsu endotelyal hiicreler onemli transendotelyal elektriksel direncle (TEER)

karmasik siki baglantilar olusturarak kan beyin engelinden paraseliiler gegisi dnemli



ol¢iide kisitlayan fiziksel bir engel meydana getirir. Bu yapi, diisiik TEER ve etkili
paraseliilergecis gosteren periferik dolagimla taban tabana zittir. Siki baglantilar, suda
¢Ozilinen maddenin hiicrelere serbestce gecisini ve beyin hiicrelerinin sivi ¢evresine
girisini engeller (25).

Kan beyin engeli, sik1 baglantilarla yaratilan fiziksel engele ek olarak ilag
tasima icin farkli metabolik engeller de igerir. Kan beyin engelinin endotelyal
hiicreleri, minimum pinositoza izin verecek ve boylece segici olmayan transseliiler
gecisi biiyiik ol¢lide ortadan kaldiracak sekilde tasarlanmistir. Ek olarak kan beyin
engelinin her bir hiicresel bileseni, kan beyin engelini gegmeye c¢alisacak pek ¢ok
bilesigi etkisizlestiren bir dizi hiicre i¢i ve dis1 enzim {iretir. Beynin kan kapillerlerini
kaplayan pek ¢ok enzim, kandaki istenmeyen peptidleri ve diger kii¢iik molekiilleri
parcalar ya da etkisizlestirir. Ornegin, dolasimdaki adenozin kandan beyne “BBB
concentrative nucleoside transporter type 2 (CNT2)” araciligi ile girer; ancak kan
beyin engelindeki adenozin metabolize edici enzimin hizli inaktivasyonu nedeniyle
beyinde farmakolojik aktivitesi yoktur. Bunun aksine enzimatik kan beyin engeli, 6n
ilaglart aktif hale gecirebilir. Dolasimdaki L-DOPA beyne “BBB large neutral amino
acid transporter type I’ aracilig1 ile girer ve hizla farmakolojik olarak aktif olan formu
dopamine doniistiiriiliir (26).

Kapiller endotelyum ¢ok sayida geri atim (efflux) tasiyicisi igerir. Belirli ilaglar
endotelyal engeli serbest difiizyon araciligi ile gegebilir ve kandan beyne girerler. Eger
ilag beyin mikrodamarlarinda iiretilen aktif geri atim tasiyicilarindan (AET) birinin
substrati ise bu igeri alinma hemen beyinden kana aktif disar1 atilma ile takip edilebilir.
P-gp, en ¢ok caligilan aktif geri atim engelidir. P-gp hiicreleri birbirinden bagimsiz
yiizlerce kimyasal toksini ve yabanci kiiclik molekiilii disar1 atarak zararli etkilerini
azaltir. P-gp, ATP-binding cassette (ABC) transporter ailesinin bir iiyesidir. Substrat
cesitliligi P-gp aktivitesinin ayirici bir 6zelligidir. P-gp ‘'nin X-ray yapisi, hem apo hem
ila¢ bagli formu i¢in son zamanlarda belirlenmistir (27). Apo ve ilag bagli P-gp yapilar
ilag girisi i¢in sitoplazmaya agilan kapilara ve lipit ¢ifte tabakali yapilara sahiptir. P-
gp’nin ige bakan yiiziiniin konformasyonu taginma dongiisiiniin baslangi¢c asamasini
olusturur. Bir maddenin ila¢ gecisini arttirma g¢aligmalarinda sadece maddenin
fizikokimyasal 0Ozelliklerinin asilmasi yeterli olmayabilir. Bunun yaninda pasif

difiizyonun ve P-gp aktivitesinin de optimize edilmesi gerekir (25).
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SSS’ne ilag gegisi fizikokimyasal 6zellikler ve kan beyin engelindeki tasiyici
sistemler ile olas1 etkilesimlerden etkilendigi ¢esitli kaynaklarda gosterilmistir (28).
Kan beyin engelinden temel tasinma yollar1 su sekilde siralanabilir;

1) Sik1 baglantilarla kisitlanmis olan paraseliilerakoz yolak,

2) Transseliiler lipofilik yolak,

3) Substrata 6zgii tastyici proteinler,

4) Reseptor aracili transitozis,

5) Adsorptif aracil1 transitozistir(29, 30).

Normalde sadece kiiciik, lipofilik molekiiller, transseliiler pasif difiizyonla
normal, saglikli bir kan beyin engelini gegebilmesine ragmen, belli peptid ve protein
analoglarmin sinirlhi transportu bildirilmistir. Glukoz ve demir gibi temel besin
maddeleri, glukoz transporter 1 gibi 6zgiiltasiyicilarla ya da transferrin reseptorii gibi
reseptorlerle SSS’ne girebilirler (31).

2.2.1. Kan Beyin Engelinden Tasinmay1 Etkileyen Temel Faktorler

2.2.1.1. Molekiil Boyutu

Sivilarda diflizyon katsayisi, maddenin hidrodinamik yaricapiyla ters
orantilidir ve hidrodinamik c¢ap yaklasik olarak molekiil agirligimin karekoki ile
orantilidir; yani maddenin serebrosipinal siviya girigi molekiil agirliginin karekokiine
baglidir (32). Biiyiik hidrofilik maddelerin serebrospinal siviya gegisi az olmasina
ragmen, kesin bir siir yoktur. 500 Da (400-600 Da) molekiil agirligina sahip
molekiiller kan beyin engelini farmakolojik olarak énemli miktarlarda gecebilirler
(33). Kan beyin engelini gegen kiiciik molekiil agirlikli ilaglarin pek ¢ok Ornegi
olmasina ragmen, biiyiik molekiil agirlikli ilaglarin hemen hepsinin normal kosullarda
kan beyin engelini ge¢isi sinirhidir (34, 35).

2.2.1.2. Yagda Coziiniirliik

Santral sinir sistemi elemanlar1 en az bir hiicre tabakasi, yani her hiicre i¢in
agirlikli olarak siki baglantilarla baglanmig iki lipid membran ile sarilmis olduklari
icin tiim SSS lipid tabakalarla sarilmis olarak diisiiniilebilir. Bir bilesigin lipofilikligi
bilesigin bu membranlara gegis yetenegini artirir. Plazmadan BOS’a diflizyon i¢in pH
7.4’te ideal oktanol-su partisyon katsayisi 1-10, logP 0-1 arasindadir. Ayrica polar
yiizey alanina sahip ilaglar (>80 A) kan beyin engelini farmakolojik olarak énemli

miktarlarda gecebilirler (20, 36).
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2.2.1.3. Plazma Proteinlerine Baglanma

Plazma  proteinlerine  baglanma  ilaglarin  santral  sinir  sistemi
elemanlarinagirisini 6nemli 6lcilide etkiler. Baglanma proteinleri (6zellikle albumin ve
globulinler) kan-beyin/kan-serebrospinal sivi engelini az miktarda gecebilecegi i¢in
saglam bir engel varliginda baglanmamis plazma boliimiiniin gecebilecegine inanilir
(37, 38).

2.2.1.4. flaclarin Fizyolojisi

Intrakranial alan ve vertebral kanal tek bir fizyolojik bolge olarak goriilemez.
BOS alani, beyin ile omuriligin hiicre dis1 ve hiicre i¢i alanlarina ayrilir. Ayni bolgenin
farkli kisimlar1 i¢inde derisimler genelde farklidir (39). Damar i¢i enjeksiyon
sonrasinda cogu ilag lumbar BOS’da ventrikiiler kisimdan daha yiiksek derisimde
bulunur. Genelde ilaglarin lumbar serebrospinal siviya enjeksiyonu sisternal ve
ventrikiiler serebrospinal sivida etkin derisim olusturmaz.

Sinir dokusu ve serebrospinal sivinin interstisyal alanlarinin arasinda
difiizyonel bir engel bulunmaz. Biiylik molekiiller bile serebrospinal sivi alanindan
difiizyonla sinir dokusunun inferstisyal alanina girebilir. Serebrospinal sivinin
yaklasik ticte ikisi koroid pleksus tarafindan iiretilir. Serebrospinal sivinin tigte biri
beyin ve omuriligin hiicre dis1 alanindan koken alir; yani beyin ve omuriligin hiicre
dis1 alani ile serebrospinal sivi alani arasinda serebrospinal sivi alant ve sinir
dokusunun ekstraseliiler sivisinda diflizyonla esit ila¢ derisimi olugmasini engelleyen
devamli bir akis vardir (20).

Insan beyninin hiicre dis1 alanindaki antienfektif derisimini Slgmek icin
mikrodiyaliz yontemi kullanilir (40). Bu tekrarlayan 6rneklemeye dayanir ve beyin
dokusunun ekstraseliiler alanindaki farmakokinetik ¢alismalar1 i¢in kullanilabilir. Bu
yontemde bir katater beyne cerrahi olarak yerlestirilir. Mikrodiyalizle ilag¢ derisiminin
6l¢iilmesi probun ve perfiizyon ¢ozeltisinin 6zellikleri, cerrahi travmaya bagli olarak
cerrahi sonrast aralik ve doku dogrulugundan etkilenir (41). Bu nedenle serebral
hiicredis1 alandaki ila¢ derisimi genelde “no-net-flow” yontemi araciligiyla
mikrodiyaliz probunun farkli derisimlerde ilag ¢ozeltisi ile perfiizyonuyla belirlenir

(40).
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2.3. Santral Sinir Sisteminde ila¢ Derisimini Artirma Mekanizmalar

Viicuda uygulanan makromolekiillerin yaklasik %100°1 ve kii¢lik molekiillerin
yaklasik %981 kan beyin engelini gecerek serebrospinal sivi ve beyin ekstraseliiler
bosluguna ulasamaz. Bu tip ilaglarin beyne taginmasi i¢in transkraniyal ve intranasal
uygulama, kan beyin engelinin bozulmasi ve kan beyin engeli tastyicilar1 kullanilir.
Eger bir yontem gelecekte SSS ilaglarimin kesfi iizerinde biiyiik bir etkiye sahip
olacaksa Cizelge 2.1°de yer alanyontemlerin detayli incelemesi gereklidir. Ayrica kan
beyin engeline girisi artirmak i¢in P-gp inhibitorlerinin kullanimi da bir yaklasimdir
(11, 42, 43). P-gp’ yi inhibe eden bilesiklerin P-gp aracili ¢oklu ilag direncini tersine
cevirdigi ya da aksi halde geri atim nedeniyle tedavide basarisiz olacak SSS ilaglarinin
kan beyin engeli gecisini artirdig1 fikri kabul gormiistiir. Ancak bu tarzda bir
yaklasimda P-gp fonksiyon bozuklugu hem Parkinson hastaliginda oldugu gibi
toksinlerin birikim seviyesini artirabilecegi hem de Alzheimer hastaliginda oldugu gibi
beyin geri atim proteinlerinin yetenegini zayiflatabilecegi icin, tedavi boyunca
izlenmelidir (25).
Cizelge 2.1.Kan beyin engelinden SSS’ne ila¢ tasinmasi i¢in farmakolojik izlemler

(11)

Izlem Gerekce/Goriis

Lipitte ¢oziiniirliigii artirmak i¢in ilacin

modifikasyonu

Bir ilacin lipit ¢oziniirligi ve in vivo
KBE gecirgenligi arasinda iyi bir iliski

vardir.

Transport/tasiyici sistem kullanimi

Glukoz ve dogal aminoasitler gibi

tasiyict  sistemler  yiiksek  tasima

kapasitesi ve KBE ge¢isinde artis saglar.

Ilag tasinmasini engelleyen ya da ilact

SSS’nden uzaklastiran geri

atimtagiyicilarin inhibisyonu

Inhibitér ~ kullammi ~ yaninda  bu

transporterlarin substrati olmayan ilag

gelistirmek de bir yaklagimdir.

Truva at1 yaklagimi

Etken maddenin bir vektore baglanarak
katalizlenmis tasiyict mekanizma ile
gecisinin saglanmasit KBE’den Truva ati

benzeri bir aldatma ile gegisini saglar.
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Bagka bir yolla nakledilemeyen bir ilacin

disiilfid bagr ile bir KBEtasiyici

vektoriine baglanmasiyla olusan simerik

Simerik peptidler kapiler endotelial

hiicreler tarafindan

gegisi

saglanirken distilfid rediiktaz yardimiyla

beyne

aktif kisim ayrilir.

peptid
Monoklonal antikor fiizyon
proteinlerinin ~ bir  ilacin  tasiyici

vektoriine konjugasyonuna katilimi

KBE’den gecemeyen spesifik antijen
baglayan monoklonal antikorlar insiilin
benzeri biiylime faktorii gibi vektorlere
baglanir. Bu ¢ift fonksiyonlu molekiil
benzeri faktorii

insiilin bliylime

reseptorii yardimiyla kan beyin engelini

gecebilir.
On ilag biyodéniisiim stratejileri Daha lipofilik tlirevlere kimyasal
modifikasyonlarla  kiiciik  hidrofilik

molekiillerin KBE’den gecisini  ve

tagiyici aracili Onilag taginmasini artirir.

Noroimmiinofilinler (kiiciik molekiillii

norotropik faktorler)

Oral olarak uygulanabilir ve KBE’yi
gecebilir.

Beyne hedeflendirilmis kimyasal Builaglar1 sadece tasimak i¢in degil ayni

sistemler zamanda hedeflemek i¢in de akilci bir
ilag¢ tasarim yaklagimidir.

SSS  bozukluklarinda  terapdtiklerin  Nanoteknoloji gen taginmasini

taginmasi i¢in gen kullanimi gelistirebilir.

KBE’den ilag taginmast i¢in nanopartikiil

tabanli teknolojiler

Nanopartikiillerle tasima teknolojisi-nin

primer Ustlinligii nanoparti-kiillerin
terapotik ilag molekiiliintin KBE simirh
ozelliklerini maskeler ve beyinde ilag
salimini

yavaslatabilir, periferal

toksisiteyi artirabilir.

SSS’°nde ilag derisimini artirmanin en kolay yolu sistemik dozu artirmaktir.
Beyin dokusu ve serebrospinal siviya ilag girisi kan, serebrospinal sivi ve beyin

dokusu arasindaki difiizyonel engellerin gegici olarak, yapay bozulmasi, 6rnegin
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hiperozmotik bilesiklerin ya da alkil gliserollerin intraarterial enjeksiyonu ile
artirilabilir. SSS’nde yiiksek ilag derisimi saglamanin etkili ancak girisimsel bir yolu

da intravenéz uygulamaya ek olarak intraventrikiiler enjeksiyondur (20).

2.3.1. Ultrason veya Yiizey Modifikasyonu ile Kan Beyin Engelinde

Harabiyet

Kan beyin engelinin bozulmasiyla (disruption) madde gecisinin arttirilmasi
icin ¢esitli yaklasimlar denenmistir. Bunlardan birincisi MRI rehberliginde ultrason
kullanarak gecisin arttirilmasidir. Ayrica ultrason ile birlikte mikro baloncuk tastyici
sistemler kullanilarak gecisin arttirildig: tespit edilmistir (44). Mannitol belli bir akis
hizinda karotid artere uygulanarak gecici olarakengelde hasar meydana getirmistir.
Ayrica sodyum lauril siilfat, etanol, DMSO, gliserol ve tween 80 kullanilarak da hasar
olusturulmustur. Ancak vaskiiler patoloji ve beyinde kronik noropatolojik
degisikliklere yol agma riski nedeniyle fazla kullanilmamaktadir (45, 46).

2.3.2. Nanopartikiil Kullanim

Kan beyin engelinden beyne ilag tasimasi icin nanopartikiillerin kullanim
giincel izlemlere 6nemli istiinliikk saglamaktadir. (47). Sistem beyinde ila¢ salimini
yavaslatabilir, periferal toksisiteyi artirabilir. Tasinmayi etkileyen faktorler; kullanilan
polimer ve yiizey etken madde tipi, nanopartikiil biiyiikliigii ve ilag molekiilidiir (11,
48, 49). Bu smirlamalarin istesinden gelmek amaciyla nanotasiyicilar SSS
terapotikleri icin ilag tasiyici sistemler olarak arastirilmaktadir (50-52). Nanotastyici
terimi degisik pek c¢ok ila¢ tasiyict araci kapsar: dendrimerler, miseller, lipozomlar,
nanoboyutlu seramikler ve polimerik nanopartikiiller. Bu nanotasiyicilar tasima
etkinligini artirmak, hedef dis1 etkileri azaltmak, ila¢ kinetiklerini gelistirmek ve
kimyasal olarak farkli tipte terapdtik ajanlarin tasinmasina izin vermek amaciyla
kullanilirlar. SSS’ne ila¢ tasimanin hedefleri i¢in nanotasiyicilar sistemik (Kan beyin
engelinden gecis) ve lokal (Kan beyin engelinden sonrasi) tagima i¢in uygun hale
getirilebilmelidir (31). Antinosiseptif opioidpeptid Dalarjin kullanilarak yapilan in vivo
calismalar hem bos poli(biitil siyanoakrilat) (PBCA) nanopartikiillerinin hem de
polisorbat 80’in dalarjinin beyneantinosiseptif etki igin yeterli miktarda girisine izin
vermedigi gosterilmistir. Sadece dalarjin adsorbe ettirilmis PBCA nanopartikiilleri

hayvanlarda antinosiseptif etkiyi indiiklemistir (53).
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Lipozomal formiilasyonlar ilaglarin kan beyin engelinden taginmasin
saglayabilir ve igeriklerinin bir kismini kan beyin engeli icinde salabilirler. Sinir
bliylime faktorii, in vivo enzim pargcalanmasindan korunmak i¢in lipozomlara (100 nm
bliyiikliikte) enkapsiile edilmis ve kan beyin engelinde etken madde gecisini
artirmigtir (54). Peptid ya da protein yapili ilag yiiklii lipozomlar beyin kapiller
endotel hiicrelerine ve hastaliklarinin tedavisindeki avantajlar1 nedeniyle 6zgiil olarak
lizozomlara hedeflenebilir (55).

Organik olarak yapis1 degistrilmis silikat nanopartikiillerinin (30 nm) non-viral
vektor olarak gen tasinmasinda kullanildigi ve higbir toksik etki goériilmeden viral
vektorle elde edilen sonuglardan daha iyi sonuglar elde edildigi bildirilmistir (56).

Beyne nanopartikiil aracili ilag tasima girisimsel tasima araglarima olan
gereksinimi en aza indirebilir; 6zel durumlarda implantlara ve beyne ve serebral
ventrikiillere dogrudan ila¢ tasimaya ihtiya¢ vardir. Nanoteknoloji bu cihazlarin
yapimindaki gelismelere olanak saglar. Karbon nanotiipler bu konudaki 6rneklerden
biridir. Konvansiyonel silikon implantlarin yerini almak i¢in {imit vaat eden karbon
nanotiipler, 1-10 nm c¢apinda, karbon atomlarinin sarili tabakalaridir. Karbon
nanotiipler, astrosit proliferasyonu nedeniyle meydana gelen yaralarin olusumuna
engel olacak sekilde SSS hiicreleri ile etkilesirler (31, 57).

2.3.3. Endojen Madde Gecis Sistemi Yardimiyla Aktif Tasinma

Kan beyin engeli, beyin engelinde yerlesmis, pek ¢ok kimyasal madde ve
mikroskopik nesnenin kandan beyne geg¢isini kisitlayan, hiicresel ve ¢ok fonksiyonlu
bir engeldir. Santral sinir sistemi kompartimanlari, immiinoglobiilinler gibi bliylik
hidrofilik molekiillerin bile beynin ekstraseliiler bolgesine ve serebrospinal siviya
gecisine izin veren bir kac¢ zayif bolge disinda en az bir lipid membran igeren
difiizyonel bir engel ile sinirlidir. Ozellikle beyin metabolizmasi i¢in substrat olan
diger bilesikler, beyne derisim farki nedeniyle difiizyonla daha kolay girerler. Kan
beyin engelinden diflizyonla gecebilen molekiillerin 6nemli 6rnekleri glukoz,
aminoasitler ve on ilag L-3,4-dihidroksifenilalanindir (L-DOPA) (58). Pek cok aktif
ilag geri atimtasiyicilart kan-beyin/kan-serebrospinal sivi engelinin islevine 6nemli
Olcilide katkida bulunur (59).

Besinler ve iyonlar, amino asitler, vitaminler ve proteinler gibi beyin

fonksiyonlarinin devamini saglayan maddelerin kan beyin engelini gegisi i¢in plazma
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membranlarinda gémiilii 6zel tastyic sistemler mevcuttur. Kan beyin engelinden gecis
genel olarak asagidaki mekanizmalar ile gergeklesir (59):

Tasiyic1 aracih tasinma, kan beyin engelinin beyin ve kan membranlarinda
bulunan molekiiler tasiyicilar tarafindan gergeklestirilir. Bu tasiyicilar iyonlar ve
aminoasitler gibi kiiciik molekiillerin tasinmasinda yiiksek stereosecicilik ve
fonksiyon gosterir. Dogal substratlara konjugasyonla madde ge¢isi saglanabilir (60).

Reseptor aracili tasinma, kan beyin engelinde gerceklesir. Bu mekanizma ile
demir insiilin ve leptin gibi besinlerin beyne girisi saglanir. Bu mekanizma aym
zamanda transsitozis olarak da bilinir. Genel olarak ligandin endotelial hiicrenin apikal
plazma membranindaki 6zgiil reseptor ile etkilesime gegmesidir. Ligandla baglanti
saglaninca gecis gerceklesir (59).

Emilim aracili transsitoz diger iki mekanizmadan farkli olarak sec¢ici olmayan
yiik tabanli etkilesimlere baglidir ve temel olarak polikatyonik molekiillerin plazma
membranindaki negatif yliklere baglanmasiyla gecis olarak tanimlanabilir. Ancak bu
yontemsecici emilim yerine genis bir alana yayilan emilime neden olur. Bu nedenle
kullanimlar1 sinirhdir (59).

Bu sistemlerden ilag taginmasi amaciyla faydalanabilmek i¢in tedavi saglayan
madde veya tasiyan yapinin hedefleme saglayan tasiyici molekiile baglanmasi
saglanmalidir. Bu tasiyict dogal bir ligand veya peptid ve antikorlar gibi yapay
ligandlar olabilir (61).

Etken maddelerin serebrospinal sivi derisimi ve BOS/serum egri alt1 alan
(AUC) oranlar1 sadece fizikokimyasal 6zelliklerine degil ayn1 zamanda bu maddelerin
tastyici sistemlerine ilgilerine de baglhidir (31).

P-gp lipofilik bilesikler i¢in olduk¢a genis bir spektruma sahiptir. Pompa,
yaklasik 300-4000 Da agirliginda substratlara baglanabilir (62). P-gp’nin molekiiler
mekanizmasi son zamanlarda X-isimi yapi analizi ile ortaya c¢ikarilmistir (27). Kan
beyin engelinin bazi antienfektiflere maruziyeti P-gp miktarini artirabilir. Insan beyin
mikrodamarlarinda endotelyal hiicre hattinin Rifampin, HIV proteinaz inhibit6rleri
Atazanavir ya da Ritonavir ile etkilesimi P-gp ekspresyon seviyesini sirasiyla 1.8, 6
ve 2 kat artirir (63). Bu geri atimpompa sistemi 6zellikle HIV proteinaz inhibitorleri
ve makrolidlerin SSS’ndeki derisimini etkiler. 2 (PEPT) agirlikli olarak koroid

pleksusta yerlesmistir. 2 (PEPT) gibi zayif organik asitlerin tasiyict sistemlerinin
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cogunda etken maddelerin SSS’ndeki farmakokinetikleri {izerindeki etkisi vardir.
Ancak gilinlimiizde fizikokimyasal 6zelliklere dayanarak bir ilacin P-gp’nin gii¢lii bir
ligand1 olup olmadigini tahmin etmek giigtiir (20).

Laboratuvar hayvanlarindaki 6nemli metabolik yolaklar insanlarda 6nemsiz ya
da az rastlanir olabilir. Hayvan modelleri, insan hastaliklarini tamamen tanimlamaz.
Ancak SSS terapotigi adaylarindan yalnizca % 3-5’ i pazarlanabilmektedir. Geleneksel
faz 2 ¢alismalarinda etkinligin gosterilmesini beklemek gittikce daha masrafli hele
gelmesi nedeniyle bu calismalar 6nemlidir (64).

2.3.4. intranazal Tasima

Intranasal (IN) tasima girisimsel yontemlere alternatif olarak koku alma ve
nazal pasaj1 sinir sistemine baglayan “trigeminal” ve koku (olfactory) yolaklarindan
faydalanarak kan beyin engelini atlamak ve peptidler, proteinler, oligoniikleotidler,
viral vektorler ve hatta kok hiicreler gibi terapdtikleri hizla SSS’ne hedeflemek igin 6n
plana ¢ikmistir (65, 66). Bu girisimsel olmayan yontemi kullanmaktaki yenilik SSS
bozukluklarinda ilaglar1 hizla dogrudan nazal mukozadan beyne ve omurilige tasiyarak
sistemik maruziyeti en aza indirmektir. Intranazal yolla uygulanan peptid ve
proteinlerin insanlarda yararl etkileri oldugunu kamtlamistir. Intranazal yol uzun
zamandir etkinin hizli baslamasi, enjeksiyonluk olmayan uygulama ydntemi
kullanilmast gibi pek cok iistiinliigii ile bilinmektedir (6).

Tekrar tiretilebilirligin zorlugunun yaninda intranazal yolun en biiyiik sakincasi
olan nazal epitelinden sinirli emilim uygulamay1 6zellikle potent maddeler igin kisitlar.
Bu durumun gegirgenlik arttiricilar kullanilarak diizeltilebilecegi ¢esitli calismalarla
aciklanmigtir (24).

2.3.4.1. Nazal EpitelEngelinden Gegis

Koku ve solunum epitelinin olusturdugu engellerden gegis hiicre i¢i yada hiicre
dis1 yolaklarla gerceklesebilir. Koku epitelinde interseliiler yolaklar, endositoz, koku
soganma intrandronal transport ya da destek hiicrelerden lamina propriaya
transseliiler tasimmadir. Solunum epitelinde gerceklesen hiicre i¢i yolaklar, epitel
ylizeyine yakin periferal trigeminal sinir endositozu ve beyin kokiine hiicre i¢i taginma
ya da solunum epitelinin diger hiicrelerinden /lamina propriaya transseliiler
taginmasidir. Koku ya da solunum epitelinden ekstraseliiler tasinma yolaklar1 6ncelikli

olarak lamina propriaya paraseliiler difiizyonu igerir(67).
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Intranazal uygulama ile ozellikle nazal boslugun iist kismindan, farkli
bilesiklerin girisimsel olmayan yollarla ve biiyiik yan etkiler ger¢eklesmeden SSS’ne
dogrudan ilag tagimanin bagarildigi gosterilmistir (68).

Intrakranial ve intraspinal alan farkli boliimleri icerir. Bir boliimiin tek bir
bolgesinde bile, 6rnegin serebrospinal sivida, kompartimanin ventrikiiler, sisternal ve
lumbar bolgelerinde ila¢ derisiminde 6nemli farkliliklar olusabilir (69). Bu durum
SSS’nin ekstraseliiler alam i¢in de dogrudur (39). insandaki ¢ogu calismada
serebrospinal sivinin ventrikiiler ve lumbar kisimlarindaki ilag derisimi c¢aligilmis ve
doku homojenizatlarindaki (sadece beyin dokusu degil) ilag derisiminin
degerlendirilmesi yapilamayacagi i¢in serebrospinal siviya odaklanilmistir.

Serebrospinal sivi, immiinolojik olarak aktif bir viicut sivisidir. Beyin ve
omurilik, bu hassas dokular i¢in koruyucu bir dolgu maddesi olusturan ve SSS’nin
metabolizasyon ve homeostazina katkida bulunan serebrospinal sivi iginde yiizer.
Serebrospinal stvinin biiyiik cogunlugu beynin ventrikiilleri iginde bir stroma igine
gomiilii gozenekli endotelle birlikte kapiller aglardan olusan koroid pleksus taratindan
uretilir. Koroid pleksusun stromast tek tabakali epitelyum hiicreleri ile kaphidir.
Serebrospinal sivinin kiiciik bir kism1 SSS’nin inferstisyal sivisindan difiizyonla elde
edilir. Koroid pleksusun pulsasyonu ve ventrikiilleri kaplayan ependimal hiicrelerin
tizerindeki silialarin etkisiyle ileri itilen serebrospinal sivi ventrikiillerden beyin
kokiine dolasip omurilik, beyin kokii, beyincik ve serebral korteksin dis yiizeyini
kaplamak tiizere disar1 ¢ikar. Serebrospinal sivinin kana dogrudan tekrar emilimi
araknoid membranin duraya dogru, serebrospinalsivinin vendz kana maruz kaldigi
vendz siniisler i¢indeki disari dogru ¢iktilart olan “arachnoid villi’de gergeklesir.
Serebrospinal s1vi hacmi yaklasik 140-200 mL’dir. Giinliik serebrospinal siv1 iiretimi
ortalama 500 mL oldugu i¢in s1v1 giinde 3-5 kez yenilenir (70).

Nazal yolla ilag uygulamasi1 nazal konjestiyon, allerji ve enfeksiyon gibi lokal
hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Son yillarda ¢esitli nazal formulasyonlarin
nazal bosluktan sistemik dolasim icin kullanimi arastirilmaktadir.  Arastirmalar
sonucu ilag tastyict sistemlerin burundan ila¢ uygulamasinin basarili olacagi

gosterilmistir.
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Santral sinir sistemi ila¢ uygulamasinda karsilagilan en karmasik engele sahip
sistemlerden biridir. Kan beyin engeli endotel hiicrelerden olusan santral sinir
sistemine ve sistem ic¢inde ila¢ diflizyon hiz ve miktarimi diisiiren engeldir.

Epilepsi, analjezi, migren, beyin timorl, ensefalopati, beyin damar
hastaliklari, beyin hemoraji, depresyon ve Alzheimer hastaligi gibi SSS hastaliklarinin
tedavisi amaciyla giiniimiizde birgok ¢alisma mevcuttur. Birgok noéro-aktif ilacin etki
gosterememesinin temel nedeni etkinlikleri degil sistemik toksisite olusturmadan
hedef bolgeye ulastirilamamasidir. SSS’ye ilag hedeflenmesi yetersiz ilag emilimi, GI
bolgede inaktivasyon, parenteral olmayan yollarla uygulamadaki etki kayb1 veya hizl
etkinin istenmesi nedeniyle sinirlidir. Son yillarda SSS’de hizli etki istenmesi ve
parenteral yola alternatif olmasi nedeniyle nazal yol arastirilmaya baglanmistir.
Damarca zengin yapist nedeniyle yiiksek gecirgenlik kapasitesine sahip nazal mukoza
hidrofilik, P-gp substrati ve peptid-protein yapili etken maddelerin uygulanmasi igin
potansiyel bir yol olarak 6n plana ¢ikmustir.

Insan ve hayvan denekler iizerinde yapilan ¢alismalar incelendiginde intranazal
uygulamanin sadece sistemik dolasima ilag tasinmasinda degil ayn1 zamanda SSS’ye
de tasinmada etkili oldugu tespit edilmistir. Intranazal ila¢ uygulamasi giivenli, hasta
uyuncu gosteren ve hizli etki alinan bir yoldur. Daha dnemlisi bu uygulama hastanin
kendisi tarafindan yapilabilir. Bazi ¢alismalarda etkinin intravendz uygulamadan daha
hizli oldugu tespit edilmistir. Karaciger ilk gegis etkisi yine bu uygulama ile 6nlenmis
olur. Terapotik indeks arttirilirken toksisite riskinin en aza indirilmesi ile diisiik
dozlarda ila¢ uygulanmasi saglanir ve maliyet etkinlik ile hasta uyuncunun arttirtlmasi
saglanir. Yukarida siralanan tiim bu nedenler neticesinde intranazal ilag uygulamasi
akademik ve sanayi arastirmalarinda dikkat ¢ekici bir sekilde artis gostermektedir (2).

Diisiik dozlarda veya diisiik hacimli ila¢ uygulanmasi 6zellikle diisiik suda
¢oziinlirliik veya stabilite gosteren ilaclarin nazal yolla uygulamasinda kisitlamalara
neden olur. Nazal mukozadan ge¢isin saglanabilmesi i¢in yagda ¢oziiniirliik tasinmasi
gereken bir Ozelliktir. Enzimatik bozunmaya ugrayan ve yiiksek molekiil agirlikli
ilaglarin bu yolla uygulandiklarinda biyoyararlanimi diisiiktiir. Bu yolla uygulanan

ilaglarin kokusuz olmasi ve irritan 6zellik gostermemesi istenir (70).
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2.3.4.2. Nazal Mukozadan ila¢ Ge¢is Mekanizmalar

Nazal boslugun solunum ve koku bolgesi yiizeyleri burundan beyne ilag
gecisinden sorumludur. Lipofilik ilaglar genelde basit diflizyonla iyi emilirler ve
intravendz uygulamaya benzer kan derisim profili olustururlar. Diger bir yandan polar
molekiiller iyi emilim gostermezler ve nazal mukozadan gecisleri diisiiktiir. Bu
nedenle SSS’ye gecisleri sinirhidir (71). Ayrica polar molekiillerin molekiil agirliklar:
arttikca emilimleri azalir. Ornegin yiiksek molekiil agirligia sahip peptid ve protein
yapilari (genelde %]1°den diisiik) diisiik molekiil agirlikli polar ilaglara gore (yaklasik
%10) daha diisiik biyoyararlanim gosterirler (2). Molekiil agirligi diisiik olan (1000
Daltondan kiiciik) ilaglar genellikle paraseliiler yolla taginirlarken normal sartlarda
polar molekiiller vezikiiler (pinositik ve endositik) tasinma mekanizmalarini
kullanirlar. Bu nedenle kimyasal modifikasyon veya kompleks olusturularak
lipofilisitenin yiikseltilmesi biyoyararlanimi arttirabilir. ilag tagmmasim etkileyen
diger onemli kritik faktor ise nazal bosluktan mukosiliyer klirenstir (72).

Mukosiliyer yap1 Resim 2.2°de gosterilmistir. Genelde olusumu 15-20 dakika
siirer. Bu siire¢ icerisinde uygulanan formiilasyon temizlenir ve sonugta damarl yap1
ve epitelyum ile formiilasyon arasinda kisitli temas zamani saglanir. Ancak Dhanda ve
dig. (66)tarafindan yapilan caligmalarla nazal boslugun i¢ kisminda mukosiliyer
klirensin bir miktar uzadigi ve bu kisma ila¢ uygulanmasi ile temas siiresinin uzatilarak
emilimin arttirilabilecegi tespit edilmistir. Ozellikle peptid ve proteinler i¢in nazal
mukozadan ilag gecisini etkileyen 6nemli faktdrlerden birisi de enzimatik bozunmadir.
Nazal bosluktaki endopeptidaz ve ekzopeptidazlar peptid ve proteinlerin ‘N’ ve ‘C’
terminallerinden ayrilmaya neden olur (73). Yiizey etken maddeler, safra tuzlar1 ve
tiirevleri, yag asitleri ve tiirleri ve siklodekstrinler nazal olarak uygulanan ilaglarin
emilim hiz ve oraninda artisa neden olurlar. Genellikle bu gecirgenlik arttiricilar, epitel
hiicrelerdeki fosfolipit ¢ifte tabakada degisiklie neden olarak gecirgenligi
degistirirler. Baz1 durumlarda ise siki1 kavsaklar etkilerler veya enzimatik bozunmayi
Onlerler. Bu ajanlar bu mekanizmalardan biri veya birkacini kullanarak nazal yolla
uygulanan ilaglarin biyoyararlanimini arttirirlar (74, 75). Ancak nazal mukoza

tizerinde toksik etki veya kalic1 hasar meydana getirme riskleri vardir.
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Mukus

Tabakasi J

Epitel
Hucre
Tabakasi

Resim 2.2. Mukosiliyer yapi(76)

2.3.4.3. flaclarin Uygulanmasinda Nazal Yol

Nazal yolla ilaglarin uygulanmasinda formiilasyonun hizli ve etkin bir sekilde
nazal mukozadan gecisi SSS’ye ilag gegisi agisindan 6nemlidir(65). Nazal mukozadan
SSS’ye ilag gegisi ilacin fizikokimyasal 6zellikleri, formiilasyon tasarimi ve emilim
bolgesinin fizyolojik durumu gibi etkenlere baglidir. Bu faktorlerin dikkate
alinmasiyla daha iyi bir etki saglanabilir(77).

2.3.4.4. Burundan Beyne Tasinma Yolaklari

Nazal bosluktan beyne ilag tasinmasi {i¢ ana yolaktan gergeklesir. Birincisi
sistemik dolagima ila¢ tasinmasi ve buradan kan beyin engelinden ge¢is saglanarak
beyne ilacin ulagsmasidir. Kan beyin engelinin asilarak ilaglarin burundan beyne ilag¢
tasinmasinda kullanilan diger iki dogrudan tasima yolagi koku ve trigeminal sinir
yolaklaridir. Koku bélgesi kullanilarak ilag taginmasi intrandronal ve ekstranéronal
yolaklar kullamilarak gerceklestirilir. Intrandronal yolak uzun siirelidir. Trigeminal yol
kullanilarak gecis diflizyon islemi ile gerceklestirilir. Koku epiteli emilim i¢in ana
yolaktir. Kii¢iik ve yiiksiiz molekiillerin bu yolaktan gecisi kolayken, daha biiyiik veya
yiiklii molekiillerin gegisi daha zordur (78).

2.4. Nazal uygulamada Santral Sinir Sistemine ila¢c Hedeflendirilmesi

Icin Kritik Faktorler

Nazal boslugun farkli anatomisi ve fizyolojisi nedeniyle ila¢ birikimi ve
birikme alan1 uygulama aletine baglidir (79). lag birikimi uygulama tipi, formiilasyon
partikiil boyutu, uygulanan partikiillerin hizlari, piiskiirtme agis1 ve genisliginden
etkilenir. Uygulanan sistemin se¢imi kullanilan etken maddenin terapétik etkinligi,

hasta popiilasyonu ve piyasa ihtiyaclarina gore degisiklik gostermektedir.
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Farmakokinetik 6zellikler ve buna bagl olarak biyoyararlanim dozaj formuna gore
degismektedir. Intranazal ilag uygulamasini etkileyen fizikokimyasal, formiilasyondan
kaynaklanan ve fizyolojik faktorler bulunmaktadir (78):

2.4.1. ilaclarn Fizikokimyasal Ozellikleri

2.4.1.1. flacin Kimyasal Yapisi

Tim formiilasyonlardan ila¢ emiliminin oran1 ve hizi, etken maddenin
kimyasal 6zelliklerinden etkilenir. Bu yiizden emilim isleminde kritik basamaklardan
birisi ilacin kimyasal yapisidir. Ornegin bir ilacin tuz ve ester formu arasindaki
doniisiim emilimi etkiler. Nazal bosluk sitokrom (CYP) P450 enziminin izoformlari
olan CYP1A, CYP2A, CYP2E, karboksilesterazlar ve glutatyon S-transferazlara ev
sahipligi yapar. Bu nedenle intranazal onilag uygulamasi da yapilabilir (80, 81).

2.4.1.2. Polimorfik Gegisler

Polimorflar bir ilacin farkl kristal formlaridir. flacin ¢dziinmesi o ilacin mide
barsak bdlgesindeki ¢oOziiniirlik profiliyle alakalidir. Viicut sivilarinda farkh
¢Oziiniirliikleri nedeniyle polimorflar ¢6ziinme hiz ve oranini etkiler. Bu nedenle farkli
polimorflarin biyolojik membranlardan emilimi farklidir. Ostwald-ripening veya
yaglanma nedeniyle kristal yapi morfolojisindeki farkliliklar etken maddenin
¢coziinlirliiglinii  degistirebilir. Ayrica bir maddenin stabil olmayan polimorfik
formundan metastabil formuna gegcisi de ¢oziiniirliik 6zelligini ve dolayisiyla nazal
emilimini etkiler. Biiyiik kristallerin alan hacim orani kiigiik kristallere oranla kiictiktiir
ve bu nedenle ¢6ziinme hizi1 kinetikleri bu durumdan etkilenir. Sirali ve diizenli
molekiiller enerjisel olarak sirali olmayan molekiillere gére daha stabildirler. Bu
nedenle polimorflarin farkli kristal yapis1 ve diizeni, ilacin ¢dzlinmesi ve emiliminde
farkliliga neden olur (82, 83).

2.4.1.3. Molekiil Agirhg

Literatiire gore bir ilacin molekiil agirlig1 arttikca emilimi azalir. 300 daltona
kadar olan molekiillerde molekiil agirlig1 ile emilim arasinda dogrusal bir ters oranti
mevcuttur (84). Ancak molekiil agirlig1 1000 daltondan biiyiik olan baz1 molekiillerle
emilim arttirict kullanilmasiyla bu oran tersine ¢evrilebilir. Yiiksek molekiil agirligina
sahip salmon kalsitoninin (4400 dalton) emilim ve gecis arttiricilarla birlikte intranazal

olarak uygulanmasi sonucu emiliminde kaydadeger bir artis gézlenmistir (85).
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2.4.1.4. Partikiil Biiyiikliigii

Nazal ilag tastyici sistem tasariminda partikiil boyutu ve sekli diger bir kritik
parametredir. Nazal uygulama sonrasi kiigiik partikiiller akcigerde depolanma
egilimindedirler. Genel kural olarak 10 mikrondan daha biiyiik partikiiller nazal
boslukta bulunurlar. Daha kii¢iikk ¢apa sahip partikiillerin ylizey alan1 daha genis
olmasi nedeniyle nazal mukozada tutulumu ve emilimi artar. Ancak mikronize edilmis
partikiiller bogaz ve akcigere yonlenmeleri nedeniyle ters etki gosterebilir. Intranazal
ilag uygulama sonrasi optimum emilim elde edilmesi i¢in partikiil boyutu ve sekli bir
dengeye getirilmelidir (84).

2.4.1.5. Coziiniirliik ve Coziinme Hizi

Toz, jel ve siispansiyon gibi kati ve yari-kat1 {liriinlerden etken maddenin
emilim hiz ve orani iizerine etkilidirler. Nazal boslukta depolanan ilag¢ partikiilleri
emilmeden 6nce ¢oziinmelidir. Nazal sivi ve sekresyonda partikiillerin diisiik ¢ozlinme
hizlar1 nazal mukozadan gecisi azaltir. Kat1 partikiiller nazal mukozada irritasyona yol
acacagl icin bosluktan daha hizli eliminasyona neden olur. Partikiiller nazal
mukozadan hizla temizlenecegi icin iyi emilim gosteremezler. Diger faktorlere ek
olarak partikiiliin nazal mukozada bulunma zamani arttirildiginda nazal mukozadan
gecisi de artar. Islanma 6zelliklerinin iyi olmasi da emilimde bir faktordiir (78).

2.4.2. Formiilasyondan Kaynakh Faktorler

2.4.2.1. pH

Intranazal ila¢ uygulamasinda formiilasyonun pH’si ve etken maddenin pKa’s1
onemli yaklagimlardir. Siliyer hareketler gibi fizyolojik hareketlerin normal kosullarda
devami i¢in formiilasyonun pH’si nazal sekresyon pH’sine (5.5-6.5) olabildigince
yakin olmalidir. Formiilasyonun nétral veya noétrale yakin pH’ye sahip olmas1 (5-7
aras1) mukozal irritasyon veya diger komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasini 6nler. Ayrica
pH antioksidan ve koruyucular gibi yardimci1 maddelerin etkinlikleri i¢in 6nemli bir
faktordiir. Nazal sekresyon veya formiilasyon pH’sindeki ¢ok kiiclik bir degisiklik
koruyucu etkisi i¢in 6nemli olabilir. Formiilasyonun pH’sinin 3 ten kii¢iik veya 8 den
bliylilk olmas1 da lizozim gibi yoklugunda ciddi sorunlara yol agacak nazal
enzimlerinin inaktivasyonuna neden olur. Handerson Hasselbach esitligine gore etken
maddenin pKa’st nazal uygulama sonrasi non-iyonize: iyonize ila¢ oraninin

hesaplanmasini saglar. Nazal mukozadan ila¢g gecisi ilacin noniyonize formunun
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oramindan ciddi sekilde etkilenir. Ilaglarm pKa’s1 ile iyonizasyon arasi iliski Sekil

2.1°de gosterilmistir (78).

Asidik Notral Bazik

=

yonirasyon Ssidik pH'de daha farlade

=

hanizasyen Bazik pH'de dahka fazladir

Sekil 2.1. ilag uygulamasinda pKa- iyonizasyon arasindaki iliski (78)

2.4.2.2. Tampon Kapasitesi

Nazal boslugun toplam yiizey alam1 yaklasik 180 cm?*’dir. Nazal
formiilasyonlar bu nedenle 25 ila 250 pL (ortalama 100 pL) gibi kiigiik hacimlerde
uygulanir(84). Uygulanan dozun kii¢ilk olmasi nedeniyle nazal sekresyonlar
formiilasyon pH’sini degistirebilir. pH deki degisim noniyonize: iyonize ilag oranini
ve dolayisiyla emilimi de degistirir. Formiilasyonun uygulama bolgesinde pH’sinin
devamliligi agisindan uygun tampon sisteminin eklenmesi Onemlidir. Tampon
ajanlarinin se¢imi formiilasyonun son pH’ sine baglidir.

2.4.2.3. Osmolarite

Hipertonik ¢ozeltiler nazal siliyer aktiviteyi engeller ve epitelyum hiicrelerde
daralmaya yol acarlar. Iyonize formdaki etken ve yardimc1 maddeler formiilasyonun
toplam ozmolaritesini arttirabilir. Osmolarite sodyum kloriir, mannitol, siikroz vb

maddelerin kullanimu ile ayarlanabilir. Nazal formiilasyonlar hazirlanmadan son iiriin
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izotonik olacak sekilde ozmolarite ayarlanmalidir. Genelde 300-310 miliozmolar
derisimindeki ¢ozeltiler cogu viicut sivist i¢in izotonik kabul edilir ve kullanilir (86).

2.4.2.4. Jellesme Ajanlar veya Jel Olusturan Tasiyicilar

Nazal boslukta formiilasyonun bulunma siiresinin uzatilmasi ilacin emilim hiz
ve oraninin artiritlmasina ve buna bagli olarak terapétik etkinin arttirilmasini saglar.
Nazal preparatlarda viskozitenin arttirilmasi tutulma stiresini de arttirir. karbopol ve
kitosan gibi jel olusturan polimerler biyoadezif 6zellikleri nedeniyle nazal bosluga
uygulanan formiilasyonun bulunma siiresini arttirir. Biyoadezif ajanlar ayrica
paraseliiler baglantilar1 agarak ve nazal bosluktaki proteolitik enzimleri inhibe ederek
emilimi arttirabilir (87).

2.4.2.5. Coziindiiriiciiler

Suda ¢oziiniirliik, ¢ozelti tip formiilasyonlarin nazal yolla uygulanmasinda her
zaman bir simirlamadir. Nazal bosluga uygulanan ilaglarin diisiik hacimli olmasi
nedeniyle ¢ogu formiilasyon kosolvan veya ¢oziindiirliciiye ihtiya¢ duyar. Glikoller,
diisiik miktarda etil alkol, transcutol, orta zincirli gliseritler ve labrazol yardimci
coOziiciiler veya konvansiyonel ¢oziiciiler ilaglarin ¢oziiniirliigiini arttirmak icin
kullanilan ajanlara ornektir. Diger secenekler yiizey aktif madde kullanimi veya
biyouyumlu ¢6ziicii olarak siklodekstrin kullanimi ile lipofilik emilim arttiricilar ile
stabilizerlerin kullanimidir (88). Ancak kronik kullanimda ¢dziiciilerin nazal
irritasyon, giivenlik, tolerans ve toksisite 6zellikleri dikkate alinmalidir.

2.4.2.6. Koruyucular

Genelde ¢ogu intranazal uygulanan preparat su igerir ve mikrobiyal iremenin
ve kontaminasyonun Onlenmesi i¢in koruyucuya ihtiya¢c duyar. Parabenler,
benzalkonyum klortir, fenil etil alkol, etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve benzil
alkol nazal formiilasyonlarda kullanilan koruyuculardir. Koruyucular aslinda siliyer
fizyolojik islemi geciktirdigi veya degistirdigi i¢in nazal uygulamalarda
kullanilmamasi1 gerekir. Koruyucularin etkinlikleri formiilasyonda bulunan selasyon
maddeleri ve etken maddeler tarafindan disiiriilebilir. Formiilasyon gelistirme
asamasinda bu durum g6z oniinde bulundurulmali ve ge¢imsizlik profilleri dikkatlice

¢ikartilmalidir (89).
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2.4.2.7. Antioksidanlar

Bir¢ok farmasoétik icerik havayla temas ettiginde oksidasyona ugrar ve etken
madde kaybinin 6nlenmesi i¢in antioksidan eklenmesi (yaklasik % 0.01-0.50 a/a
oraninda) gereklidir. Sodyum metabisiilfit, sodyum siilfit, tokoferol, butillenmis
hidroksitoluen genelde kullanilan antioksidanlardir. Antioksidanlarla kullanilan
yardimci1 maddelerin ve kaplarin ge¢imliligi dikkatlice incelenmelidir (90).

2.4.2.8. Nem Cekiciler

Nem ¢ekiciler nazal preparatlara nazal bosluktaki nemlenmenin geciktirilmesi
ve bdylece irritasyonun Onlenmesi amaciyla konulur. Nazal mukoza dehidrasyonu
propilen glikol, gliserin, sorbitol ve mannitol eklenmesi ile 6nlenir. Nem c¢ekicilerin
yaninda sulu jel formiilasyonlar1 gerekli hidrasyon yararini saglayabilir (91).

2.4.2.9. Emilim Arttiricilar

Bazi etken maddeler nazal mukozadan diisiik gegis 6zellikleri gosterir. Gegisin
arttirilmast amaciyla mukozal veya hiicresel engelleri modifiye ederek emilimi
saglayan emilim veya gecirgenlik arttiricilar kullanilir. Etken maddenin diisiik
membran gegisi gosterdigi, enzimatik degredasyona duyarh oldugu, etken maddenin
molekiil boyutunun biiyiik oldugu ve lipofilik olmadigi durumlarda emilim arttiricilar
gereklidir. Nazal mukoza yilizeyinde geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz
degisiklige neden olmayan giivenilir ve toksisite gostermeyen emilim arttiricilar tercih
edilir (92, 93).

2.4.3. Fizyolojik Faktorler

2.4.3.1. la¢ Depolanmasi ve Dagihminin Emilim Uzerine Etkisi

Nazal boslukta uzun alikonma siiresine sahip formiilasyonlar, nazal
mukozadan daha yiiksek oranda gegerler ve biyoyararlanimlari kisa alikonma siiresine
sahip formiilasyonlara gore daha iyidir. Burunun 6n kismina uygulanan ilaglarin burun
bosluguna uygulananlara oranla alikonma siireleri uzundur. Burunun 6n bdlgesinden
emilim diigiikken burunun arka bolgesinde alikonma zamani daha kisa olmasina
ragmen emilim daha yiiksektir (78).

2.4.3.2. Nazal Kan Akisi

Nazal mukozal membran, ilaglarin sistemik etki gostermesinde 6nemli olan
damarlanma bakimindan zengindir. Bu zengin yapi ilacin tercihen sistemik dolagima

emilmesi nedeniyle tasimayr engeller. Test edilmemis olmasina ragmen
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vazokonstriiksiyonun sistemik emilimi diisiirerek SSS’ye gecisi arttiracagi
distiniilmektedir (78).

2.4.3.3. Mukosiliyer Klirens Etkisi

Nazal klirens mekanizmasinin biitiinliigliniin saglanmasi toz, alerjen ve
bakterilerin atilmast gibi normal fizyolojik fonksiyonlarmm devami i¢in gereklidir.
[laglarin nazal mukozadan emilimi ilacin nazal mukozadaki epitel dokular arasindaki
temas siiresinden etkilenir. Ortalama mukozal doniisiim zamani insanlarda 5-6
mm/dk’dir. Nazal boslukta uzatilmis alikonma siiresi biyoadezif polimerler ve
mikrokiire, nanopartikiiller ve jeller gibi farkli formiilasyonlar kullanilarak
saglanabilir (78).

2.4.3.4. Enzimatik Aktivite Etkisi

Nazal mukozada etken maddelerin stabilitesini etkileyen proteolitik ve
metabolize edici (sitokrom P450) enzimler bulunur. Ornegin peptid ve proteinler nazal
mukozada bulunan proteazlar ve amino peptidazlar vasitasiyla degredasyona ugrarlar.
Ancak nazal mukozadaki amino peptidaz miktar1 gastointestinal bélgedekinden daha
azdir. Baz1 peptidler immiinoglobulinler ile kompleks olusturabilirler. Bu
komplekslesme molekiil agirliginda artisa neden olarak ilag molekiillerinin emilimini
azaltir (72, 73).

2.4.3.5. Hastallk Durumlan

Alerjik rinit, nazal konjestiyon, bakteri veya viriis kaynakli enfeksiyonlar gibi
burunun fizyolojik durumlar1t ve nazal boslukta gerceklestirilen ameliyatlar
mukosiliyer tasinma islemini ve ilag emilim kapasitesini etkiler. Ornegin alerjik veya
enfeksiy0z rinit esnasinda mukus klirensi artar ve bu ilagformiilasyonunun alikonma
zamaninda diisiise neden olarak biyoyararlanimi etkiler. Tip I diyabet gibi baz1 kronik
hastaliklar da nazal fizyolojide degisime neden olur. Bir¢ok hastalik durumunda ilag
emilimi ve biyoyararlanima etki eden nazal bolge pH’ si, mukus viskozitesi ve
doniisiim hizinda degisiklik gozlenir (94).

2.4.4. P-Glikoprotein

P-gp, permeabilite glikoproteini veya plazma glukoproteini olarak bilinen aktif
disa atim saglayan membrana bagli tasiyici protein 1976 yilinda kesfedilmistir. ABC
ailesinin ABCB alt ailesine ait olan P-gp, insanlarda 7q21.1 kromozomunda yer alan

MDR1/ABCB1 geni tarafindan kodlanmaktadir. Insanlarda P-gp gen ailesinin iki
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tiyesi (MDR1 ve MDR3); fare ve sicanlarda ise bu ailenin ii¢ iiyesi (abcbla/abcblb ve
abcc4) bulunmaktadir. Fare ve sicanlardaki abc-bla/abcblb birlikte insandaki
MDR ’in gérevini iistlenmektedir (95). Insan MDR1 ile fare abcbla arasinda %82 ve
insan MDR1 ile fare abcb1b arasinda %79 homoloji bulunmaktadir (96).

P-gpilk ABC tastyicisidir. Protein diga atim mekanizmasi, tastyict aracili aktif
taginma mekanizmasidir. Bu mekanizmayla atim i¢in dogrudan ATP’ye gerek duyulur.
ATP hidrolizi disa atim islemi igin gerekli enerjiyi saglar. Islem sadece tek yonde
(hiicre i¢inden disina dogru) ve bir seferde tek bir molekiilii atacak sekilde gergeklesir
97).

Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda P-gp inhibisyonu ve indiiksiyonunun
ilag etkilesmelerine neden oldugu gosterilmistir. P-gp substratlarinin agiz yolundan P-
gp inhibitorleri ile birlikte kullanilmasi substrat ilaglarin biyoyararlanimlarini artirarak
terapotik etkilerini artirabilecegi gibi toksisitelerinin artmasina ve yan etkilerinin
siddetlenmesine yol agabilmektedir (96).

Son derece genis bir substrat se¢iciligine sahip olan P-gp, antineoplastik ilaglar,
immiinosupresanlar, streoid hormonlar, kalsiyum kanal blokerleri, B-blokerler ve
kardiyak glikozidler, antibiyotikler, antidepresanlar, antiepileptikler,
antihiperlipidemik ilaglar, H1 ve H2 reseptor blokerleri, HIV proteaz inhibitdrleri gibi
kimyasal yap1 ve farmakolojik olarak farkli, ¢ok sayida hidrofobik ilaci
tagtyabilmektedir (96).

Ilaglarm etkinliginde bir engel olarak ortaya c¢ikan P-gp aracili ¢oklu ilag
direncini yenmek amaciyla P-gp islevini bloke eden molekiiller elde etmeye yonelik
bir¢ok calisma yapilmis ve c¢oklu ila¢ direncini tersine ¢eviren ¢ok sayida molekiil
(multidrug resistance reversal agents) sentez edilmistir. P-gp’yi inhibe eden bu
molekiiller, P-gp modiilatorleri olarak da adlandirilmaktadir. P-gp ekspresyonunun
ve/veya aktivitesinin modiilasyonunun, P-gp substrati olan ilaglarin farmakolojik
profillerini gelistirmek adina yararli bir yontem olabilecegi ileri siiriilmiistiir (98).

Disa atim pompasinin inhibisyonu ana faktdr olarak etken maddelerin etkisinin
arttirtlmasi amaciyla yapilir. Genel olarak P-gp ii¢ mekanizma ile inhibe edilir: (i)
kompetitif, non-kompetitif veya allosterik olarak ila¢ baglanti bdlgesinin
engellenmesi, (ii)) ATP hidrolizinin engellenmesi ve (iii) hiicre membran lipitlerinin

biitiinliigiiniin bozulmasi. Bu yontemlerin amaci biyoyararlanimin arttirilmasi, hedef
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organda ila¢ emilimi ve P-gp’ in selektif olarak engellenmesi ile daha etkin bir tedavi
saglanmasi olarak siralanabilir. Inhibitdrler substratlar olarak cesitlendirilebilir.
Bir¢ok inhibitoriin kendisi P-gp tarafindan taginir (99).

P-gp inhibitorleri segicilik, afinite ve toksisite 6zelliklerine gore li¢ jenerasyona
siiflandirilabilir. Birinci jenerasyon inhibitdrler klinik olarak cesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilan ancak P-gp’i de inhibe edebilen farmakolojik olarak etkin
maddelerdir. Birinci jenerasyon inhibitorlerin kullanimi yiiksek serum derisimlerinin
(P-gp inhibisyonu i¢in gerekli dozlarin) potansiyel toksisite riski tasimasi nedeniyle
siirlidir. Ayn1 zamanda diger tastyicilar ve enzim sistemlerinin de substrati olmalari
nedeniyle beklenmeyen farmakokinetik etkilesimlere neden olabilmektedir (99-101).

Ikinci kusak inhibitorler farmakolojik aktivite gdstermez ve daha yiiksek P-gp
afinitesi saglarlar. Ancak bu kusakta yer alan maddeler de ayn1 zamanda CYP3A4
enzimini ve diger ABC tastyicilarini inhibe ederler. Bu nedenle metabolizasyon hizi
diiser ve iki veya daha fazla ABC tasiyicisinin inhibisyonu karmasik farmakokinetik
degisiklige yol acar (102).

Uciincii kusak P-gp inhibitorleri klinik gelisim asamasindadir. Amaglar1 daha
diisiik toksisite gostererek daha segici P-gp inhibisyonudur. Yap1 aktivite iligkileri
kullanilarak gelistirilmislerdir ve birgogu daha secici bir P-gp etkinligini daha diisiik
toksisite gostererek saglar (103). P-gp inhibitorlerine ait liste Cizelge 2.2° de
gosterilmistir (99).

Etkinligin arttirllmasi amaciyla sadece P-gp inhibitorleri kullanilmaz.
Monoklonal antikorlar da P-gp inhibisyonu amaciyla etkin bir sekilde kullanilabilir.
MRK16 ve MRK 17 gibi birgok anti P-gp monoklonal antikoru ¢oklu ilaca kars1 direnci
ortadan kaldirmak amaciyla gelistirilmistir (99).

P-gp tiim substratlarinin emilimini azaltsa da bu azalma ila¢ miktariyla
dogrudan baglantili degildir. Yiiksek dozda hizli emilen ila¢ uygulamalarinda P-gp
etkinligi diiger, biyoyararlanim ve farmakokinetik parametrelerde énemsiz bir hal
alabilir. P-gp tasiyict etkinliginin doygunluga ulagmasi etkisinin azalmasina yol agar.

Bu nedenle P-gp etkisi daha ¢ok diisiik dozlarda ve yavas emilimde goriliir (99).



Cizelge 2.2. P-gp inhibitorleri listesi(99)

29

Kusak  Ornekler Secicilik Simirlamalar

Birinci  Verapamil, Secici degildir Diger tasiyicilarin ve

Kusak  Siklosporin A, ve diisiik enzim sistemlerinin de
Rezerpin, Kinidin, baglanma substratlaridirlar.

Tamoksifen vb.

Ikinci ~ Deksverapamil,
Kusak  Valspodar (PSC 833),

Dofekidar fumarat

(MS-2099

Ugiincii  Mitotan (NSC-38721),

Kusak  LY335979, R101933,
Elakridar, ONT-093,
Tarikidar (XR9576)

ve HM30181

afinitesi vardir.

Birinci kusaga
gore seciciligi
yiiksektir fakat
diger sistemlerle
etkilesime girer.
Yiiksek secicilik
gosterir ve P-gp
fonsyonunu

inhibe eder.

Farmakolojik olarak
etkindirler. P-gp
tarafindan tasinirlar.

CYP 3A4 enzimi ve diger
ABC tastyicilarinin

substratidirlar.

Birinci ve ikinci kusakta
goriilen sinirlamalar

bulunmamaktadir.

Ilag emiliminin arttirilmasi amaciyla bir P-gp ile kombine halde uygulanmasi

genelde kullanilan bir yaklasimdir. Oral formiilasyonlarin diisiik emilimini arttirmak

amaciyla P-gp inhibitorleri ile kombine kullanim ydntemleri mevcuttur. Ilag ve

inhibitdr birlikte uygulandiginda eger inhibitdr de substrati ise P-gp aracili taginma

mekanizmasi ikisi i¢in de aymi sekilde gergeklesir. Bu asamada P-gp tarafindan

molekiiler seviyede ilag ve inhibitdriin ayirt edilebilir olmasi gereklidir. Inhibitor ile

substrat atilimi arasi biiyiik fark bu sekilde gerceklesebilir. Inhibitér maddeler disar1

atildiginda hizla tekrar P-gp baglanma bolgesi ile etkilesime girerler. Bu sekilde ilag

atilim1 engellenir. Islem bilesenlerin hidrofobisitesine baglidir. Paklitakselin bu

sekilde P-gp inhibitdrii valspodar ile oral uygulamasi sonucu biyoyararlaniminda 10

kat artis gozlenmistir(104).
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Ideal bir P-gp inhibitorii toksik ve farmakolojik olarak etkin degildir. Bu
amagla bircok yardimci madde etkinligi denenmistir. P-gp aktivitesi yag cifte
tabakasinin fiziksel durumuna baglidir. Kosolvan, yiizey etken madde, polimer ve lipit
Ozellikli yardimc1 maddelerin birgogunun P-gp’i inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu
inhibisyonun daha ¢ok lipit membran iizerinde etkinlik gdstererek gergeklestigi tespit
edilmistir. Baz1 yilizey etken maddeler aynt zamanda P-gp ATPaz aktivitesini
diisiirerek de etkili olurlar (97).

Farmasotik amagla kullanilan yardimci maddelerin bu etkinliginin yaninda
mikrokiire, nanopartikiil ve lipozom gibi P-gp etkinliginden kaginmak amaciyla
kullanilan ¢esitli formiilasyon tasarimlarina ilgi artmaktadir. PEG kapl partikiillerin
p-gp uzerinde etkili olarak etken madde gecisini arttirdigi bilinmektedir. Yiizey etken
madde kapli polimer nanopartikiillerin etken madde ge¢isini arttirdigina dair
caligsmalar da mevcuttur. Ayrica bu sistemler ile etken madde ve P-gp inhibisyonunu
saglayacak madde tek bir tasiyicida veya etken madde tasiyici sistem i¢indeyken
inhibitor ayr1 bir sekilde uygulanabilir (97).

Kan beyin engeli, santral sinir sistemine ila¢ gecisinin 6nlenmesinde en 6nemli
bariyerdir. Kan beyin engelinde P-gp varlig1 santral sinir sisteminden ilag atiliminin
saglanmasi nedeniyle ayr1 bir engel olusturmaktadir. P-gp inhibisyonu santral sinir
sistemine P-gp substrat1 olan maddelerin gegisinde yardimci olmaktadir. Kemper ve
dig. tarafindan yapilan bir ¢alismada paklitaksel ile GF120918 (Elacridar) beraber
uygulanmis ve paklitaksel derisiminde 5 kat artis gozlemlenmistir (99).

2.5. Beyne ila¢c Gecisinde Kullamlan Modeller

Etken maddelerin beyin engelinden gecip gecemediginin analiz edilmesi i¢in
farkli yaklasimlar mevcuttur. Elde edilen veriler, maliyet ve yontem zorlugu
bakimindan tiim yontemler birbirinden farklidir. Beyne ilag ge¢isi icin asagidaki
modeller kullanilir.

2.5.1. Yapay Membranlar

Lipofilisitenin (Log P veya Poktanorsu) santral sinir sistemi aktivitesinde ve
beyne ila¢ gecisinde en 6nemli parametre oldugu diisiiniilmektedir (105). Lipofilik
Ozelliklerinden dolayr n-oktanol farmakokinetik calismalarda en ¢ok kullanilan
yontemdir. n-oktanoliin kii¢iik polar basi ve hidrofobik karbon zinciri fosfolipid

membranlara benzer 6zellik gostermesini saglar. Ancak Log P degeri tek bagina santral
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sinir sistemine ila¢ gecisinin agiklanmasi i¢in yeterli degildir. Bunun yaninda Log P
yontemine alternatif olarak yapay membranlar kullanilir. Silikaya kovalent olarak
baglanmig fosfolipidler ile hazirlanmis modifiye yiiksek performansh sivi
kromatografisi (YPSK) kolonlar1 bu amagla kullanilir. Yapilan ¢alismalarda gecikme
zamanlart ile su faz1 ve lipozomlar arast dagilim arasinda dogrusal iliski bulunmustur
(106). Ancak lipofilik maddelerin se¢ilen mobil fazdaki davraniglart ve stabilitesi bu
yontemin kullaniminda sinirlamalar olusturmaktadir.

2.5.1.1.PAMPA Modeli

Paralel yapay membran gecis modeli (PAMPA) 1998 yilinda Kanay tarafindan
ilaglarin mide barsak kanali gegisinin yiiksek dogrulukla tahmini i¢in gelistirilen bir
yontemdir (107). Bu yontemde dondr ve alic1 boliim sivi yapay bir membran tarafindan
ayrilmistir. Test dilecek ilag donér kompartimana konulur. Daha sonra bu maddenin
alict ve dondr fazdaki miktarlar1 incelenir. Yiiksek dogrulukta sonu¢ vermesi
nedeniyle genellikle 96’ lik hiicre yuvalar1 kullanilir. Fosfolipitlerle hazirlanan organik
¢oziiciiler ve ¢oziicii karisimlart da yapay membran olarak kullanilabilir (108).

PAMPA yontemiyle bir¢ok ilacin gegisinin hizli bir sekilde tahmin edebilmesi
miimkiindiir. Ancak PAMPA modelinsadece pasif difiizyon ile ila¢ gecisi hakkinda
bilgi vermektedir. Beyne ila¢ gecisinde bir¢ok tasima yolaginin ve enzimlerin etkin
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle PAMPA sadece pasif transseliiler ge¢is hakkinda
bilgi verir. Ornegin P-gp substratlarinin PAMPA modelinden gegisi in vivo ve in vitro
hiicre modellerine gore daha yiiksektir (109).

2.5.2. Hiicre Kiiltiirii

llaglarin gelistirilmesi asamasinda beyne ila¢ gecisinin tahmininde hiicre
modellerinin yaygin bir kullanim1 vardir. Farkli tasiyici ve siki1 kavsak yapilarina sahip
farkli kaynaklardan elde edilen ¢esitli hiicre tipleri vardir. Bu faktorler gecis
caligmalarinin tekrarlanabilirligi ve in vivo beyne gegisin tahminini etkiler. Bu nedenle
tim hiicre modelleri farklidir ve beyne ila¢ gecisini kendine 06zgii bir sekilde
modellerler. Ancak hicbir hiicre ¢caligmasi tam anlamiyla in vivo beyne gecisini taklit
edemez.

Hiicre modelinin en biiyiilk avantaji bir¢cok {iriinlin ayn1 anda analizinin
yapilabilmesi nedeniyle islem hizidir. Ek olarak hiicre modelleri madde gecisinde

etkili tasiyiciya bagli olan tasinma mekanizmasinin aydinlatilmasinda kullanilir.
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Bunlar haricinde hiicre kiiltiirii ¢calismalari metabolizasyon ve hiicresel toksisite
hakkinda da fikir verebilir. Ancak hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda tekrar edilebilirlik ve
standart protokolde ¢alismak zordur (109).

2.5.2.1. Primer Kiiltiirler

Kan beyin engelininin vitro modellenmesi amaciyla yapilan hiicre biyolojisi
caligmalar1 biiyiik beyin alanlari nedeniyle sigir ve domuzlarda baglatilmistir (110,
111). Ayrica rat, fare ve insan hiicre kiiltiirii sistemleri de gelistirilmistir. Bu hiicrelerin
hi¢biri ayn1 degildir. Ayrica bireyici ve bireyleraras1 farklilik da gosterirler. Bu
nedenle tekrarli 6l¢iim yapmak ¢ok zordur. Insan beyin hiicreleri kan beyin engeli
caligmalarinda altin standart olmasina ragmen etik nedenlerle kullanimi1 sinirlidir.

Primer hiicre kiiltiirleri ilaglarin beyne gecisinde ilging sonuglar vermistir.
Ancak beyinde yer alan tiim hiicrelerin ayni olmamasi nedeniyle bu model sonucu
garantili bir ¢alisma degildir. Ayrica beyin endotel hiicrelerinin, kiiltiirleme iglemi
sonrasi siki kavsak ve tasiyici 6zellikleri gibi kan beyin engeli 6zelliklerinin hizli bir
sekilde etkisini kaybettigi gosterilmistir (112).

2.5.2.2. Oliimsiiz Hiicreler

Sigir, insan, fare ve rat endotel hiicreleri 6liimsiiz hiicreler olusturma amaciyla
gelistirilmis ve test edilmistir. En iyi kan beyin engeli 6zelligini gosteren hiicre insan
beyin endotel hiicreleridir. Ancak yapilan calismada siikroz gecisi gdzlenmemis ve
inlilinin diisiik paraseliiler gecis Ozelligi gosterdigi tespit edilmistir. Daha sonra
Weksler tarafindan gelistirilen hCEMC/D3 hiicrelerinde slikroz gegisi ve bir¢ok
yolagin varlig1 da saptanmugtir (113).

2.5.2.3. Ko-Kiiltiirler

Hiicre kiiltir modellerinin gelistirilmesi ve beyin endotel hiicrelerinin
tayininden sonra bu hiicrelerin tek baslarina beyne ilag gecisini taklit edemedigi
gdzlenmistir. Bu nedenle ko-kiiltiirler gelistirilmistir. insan beyninde beyin endotel
hiicreleri ile astrosit, perisit ve noronlar gibi hiicrelerle devamli baglant1 yoktur.
Yapilan ¢alismalarda 6zellikle astrositler ile beyin endotel hiicrelerinin ko-kiiltiiriiniin
kan beyin engeli 6zelliklerini diislirdiigi gézlenmistir (114). En iyi engel 6zellikleri
gosteren model Dehouck tarafindan gelistirilen BBCEC modelidir (115). Kan beyin

engeli verileri ile iliski yapildiginda molekiil agirligina gére beyne gegisin taklit
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edilebildigi gozlenmistir. Tiim hiicre kiiltiirleri g6z oOniline alindiginda ko-kiiltiir
modelleri in vivo degerlere en yakin sonuglar1 vermistir.

2.5.2.4. Santral Sinir Sistemi Kaynakh Olmayan Hiicreler

Daha ¢cok MDCK (Madin-Darby Canine Kidney)ve CaCo-2 (Caucasian colon
adenocarcinoma)hiicre hatlari kullanilmistir. MDCK hiicreleri kolay tiretilebilmeleri
ve Ozellikle P-gp oOzelliklerini gdsteren MDR1 gen Ozelliklerinin aydinlatilmasi
amaciyla kullanilmaktadir. Ancak k. beyin engeli ile diislik iliski gostermistir
(1>=0.40).

CaCo-2 hiicreleri insan kolon karsinoma kaynaklidir ve intestinal gegis
modellemede kullanilan epitelyum hiicreleridir. Bu hiicreler ayn1 zamanda kan beyin
engelini gec¢isi modellemek amaciyla da kullanilmaktadir. Ancak ozellikle P-gp
baskilanmasi ¢alismalarinda CaCo-2 hiicreleri etkin bir yontemdir (116).

2.5.3. In Vivo Model

Insanda kan beyin engelini gegisi en iyi taklit eden model fizyolojik engel,
tasiyicilar ve metabolik yolaklar gibi biyolojik beklentilerin tam olarak karsilandigi in
vivo modellerdir. Ancak bu modeller pahalidir, islemin zaman alir ve hayvan
caligmalarinda uzmanlagma ve genellikle radyolojik isaretlenme gereksinimi vardir.
Bu nedenle in vivo ¢aligmalar genellikle klinik ¢aligmalarin hemen 6ncesinde ilag
gelistirme caligmalarinin son fazlarma dogru yapilir. Bu amagla kullanilan farkl
caligma sekilleri vardir. Bu modeller in vivo perfiizyon ¢aligsmalari, kartoid enjeksiyon,
intravendz enjeksiyon ve mikrodiyaliz olarak siralanabilir (117). Beyne ilag geg¢isinin
tayin edilmesi her noktada birden fazla hayvan gereksinimi ve bu nedenle yiiksek
biitgeye ihtiya¢ duyulan birka¢ noktada ol¢iim igerir. Ayrica metabolizasyon ve
baglanma gibi etkenler beyne ilag gegisini etkiler (118).

2.6. Santral Sinir Sistemi Hastaliklar:

2.6.1. Multipl Skleroz

Multipl skleroz(MS)beyaz ve gricevherde yaygin fokal ve mononiikleer
hiicrelerin yaygin infiltrasyonu ile taniml tipik insan noroinflamator SSS hastaligidir.
Uzun sure MS’ in sadece white matter: etkiledigi diisiiniilmiistiir. Ancak yapilan
goriintliileme ve histopatolojik analizler serebral korteksin de erken MS’ te durumun
icinde oldugunu gostermistir. MS hastaligi i¢in rat modeli T hiicrelerinin baglanmasini

ve kan beyin engelinden ve leptomeningeal damarlardan diapedesisi (kan sizmasi)
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gostermistir. Boylece meningeal damarlar immiin hiicrelerin /eptomeningeal bosluga
ulagsmast ve buradan parenkimaya tasinmasi konusunda ipucu saglarlar. Klinik
orneklerde “subpial demyelinating lezyonlar” mengeal infiltratlar ile topografik
olarak iliskilendirilmistir. Optik sinirler ve omurilik ile preventrikiiler beyaz maddede
MS lezyonlarmin bulunmasi, sadece kan beyin engeli ile degil, leptomeningeal bosluk
ve kan BOSengeli vasitasiyla immiin hiicre istilast kavrammi giiclendirir.
Leptomeningeal damarlarda permeabilite engelinin kisitlayici yapisinin orani tekdiize
degildir ve kisitlama ve dnleme meyilleri farkli SSS alanlarinda bulunur (119).

2.6.2. Alzheimer ve Parkinson

Serebral vaskiiler EC disfonksiyonu ve l6kositlerin kan beyin engelinden gocii
Alzheimer (AD) ve Parkinson (PD) hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarin
gelisimdeki erken evrede goriilen olaylardir. Ancak bu olaylarin bir neden mi yoksa
baska bir olayin sonucu mu oldugunu tasvir etmek zordur. AD ve PD fenotipleri yasa
bagimlidir ve patoloji belirtilerinden yillar 6nce baglar. Kan beyin engelinin ilag direng
fonksiyonu yaglanma ile azalir ve ndrotoksik iirlinlerin kleransinin azalmasi ile
beyinde oksitatif stresin artmasina yol acar. Boylece norodejenatif patoloji riski artmis
olur (119).

Alzheimerda en 6nemli faktdrlerden biri amiloid f akiimiilasyonudur. Birgok
calismada BOS’un Ol¢limii veya beynin positron emission tomography (PET) ile
gorlintiillenmesiyle Alzheimer hastaliginda amiloid B’ nin 3 kat arttig1 gosterilmistir.
Hastaligin tedavisi i¢in temel yaklasimlardan biri olarak goriilen amiloid yiikiiniin
azaltilmasi ile ilgili yapilan ¢caligmalarda elde edilen sonuglar iimit vaat etmemektedir.
AD tedavisi icin gilincel yaklasimlardan biri de amiloid B iiretiminin azaltilmasi
amaciyla y-secretaz inhibisyonudur. Tarenflurbil ve semagacestat faz III ¢alismasina
kadar gelmis ancak ¢esitli nedenlerle ikisi de durdurulmustur (120).

2.6.3.Human Immunodeficiency Virus | insan Bagisiklik Yetmezlik Viriisii
(HIV)

Anektodal raporlara gore HIV akut enfeksiyon sirasinda kan beyin engelini
gecebilir ancak serokonversiyon oncesi periyodda toplanan veri eksikliginden dolay1
insanlarda kesin zamanlama, SSS enfeksiyon ¢esidi ve SSS inflamasyon derecesinin

anlasilma ihtimali zayiftir. Konak¢min erken immiinolojik cevabi ve rezervuar yiik
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derecesi, erken SSS hasarinin ve HIV’in uzun donem néropatojenezisinin
anlasilmasini agikliga kavusturabilir (121).

2.6.4. Kanser

Primer ve metastazik beyin timdorleri farkli sonuglar1 ve yonetim stratejileri
olan heterojen tumor gruplaridir. Primer beyin tiimorleri nadir goriilen, girisimsiz ve
cerrahi olarak tedavi edilebilen “pilocytic astrocytoma’lardan, girisim yapan, tedavi
edilemeyen ve yetiskinlerde goriilen intraprenchymal beyin tiimorii olan birden ¢ok
formlu glioblstomalara kadar farklilik gosterir (122).

Genelde goriilen SSS kanser tipleri; malignant glioma, low-grade glioma,
brainstem glioma, optic glioma, CNS lymphoma, ependymoma, choroid plexus tumor,
meningioma, acoustic neuroma, craniopharyngioma, pituitary tumor, pineal tumor,
medulloblastoma, primary spinal cord tumor, arteriovenous malformation, and
trigeminal neuralgiadr (123). Uygulanabilir oldugu zaman tedavi yaklasimlar1 ve
hastaliklar hakkindaki bilgileri iceren kilavuzlar her yil yenilenir. Bu alan devaml
gelistigi i¢in hastalar i¢in en dogru yaklasim g6z 6ntine alinmalidir.

2.6.5. Enfeksiyon

2.6.5.1. Bakteriyel Menenjit

Bakteriyel menenjit Streptococcus pneumonia ve Neisseria meningitides’ nin
neden oldugu yaygin bir hastaliktir. Neisseria meningitides’ in neden oldugu
meningococcal menejit yeni doganlar ve ¢ocuklarda da goriilme oraninin yetigkinler
kadar yiiksek oldugu sekilde yas gruplar1 arasinda farklilik gosterir. En ¢ok goriilen ti¢
grubu da enkapsiile haldedir ve bu sekilde iist hava yolunu istila edip kan akimina
gecerek subaraknoid bosluga gecerler. Enfeksiydz organizma ilk olarak nazofarinkste
kolonize olur. Kan dolasimina katildiginda kapsiil yapist organizmanin viicut
tarafindan taninmasini ve yikilmasini onler. Organizma daha sonrakan beyin engelini
gecer ve SSS’de prolifere olarak inflamasyona neden olur. Inflamasyon kan beyin
engelinin permeabilitesini arttirir ve vasogenik O6dem olusur. Serebral 6dem
interkranyal basing arttirir ve bu olay azaltilmis serebral perfiizyon ve iskemiye bagh

ikincil yaralanmalarla sonuglanir (124).
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2.6.5.2. Viral Ensefalit

Viral ensefalit beyin parenkimasinda enflamasyona neden olan bir
enfeksiyondur. Ensefalite neden olan viriisler; arbovirusler, HSV, herpes zoster virus
(HZV), epstein-barr virus (EBV), cytomegalovirus (CMV) ve rabiestir (124).

2.6.6. Travmatik Beyin Hasar1 (TBI)

TBI gelismis iilkelerde cocuk ve geng eriskinlerde 6liimlerin en sik nedenidir.
TBI’ nin patolojisi ani ve geciktirilmis mekanizmalarin sonuglar1 olarak yiiksek
heterojenlik gosterir. Ani primer yaralanma etkiye baglidir ve tedavi edilemez ancak
Onlenebilir oldugu diisliniilmektedir. Gecikmis ikinci faz hasarda miidahale i¢in zaman
vardir ve bu nedenle dikkat cekmektedir.

Tedavi icin yaklasimlardan biri kan beyin engeli gecisini arttirmaktir. Bu
amacla VEGF iimit vaat eden sonuclar vermistir. Diger 6ne ¢ikan kan beyin engeli
hasar indiikleyen adaylar O6demi Onlemek icin kullanilan histamin ve 35-
hydroxytryptamine’ dir. Kafa travmasindan sonra MMP aktivitesinin azaltilmasi kan
beyin engelinin korunmasini saglayabilir. Endojen bir antikoagiilan olan ve felcte
noroproteksiyon saglayan etkinlestirilmis protein C (APC), TBI tedavisinde uygun bir
yaklasim olarak goriilmektedir (125).

2.6.7. Gilles de la Tourette Sendromu (GTS)

GTS’ nin uzun bir siire psikolojik kaynakli oldugu diistiniilmekteydi. Yapilan
caligmalar ile GTS’nin genetik, otoimmiin, ndroanatomik ve norokimyasal
bozukluklara dayandigi tanimlanmistir. Norolojik goriintiileme ¢alismalari kortikal ve
subkortikal bolgede anormal aktiviteler gostermistir. Norobiyolojisinde dopaminin
gorev aldig1 farmakolojik ¢alismalarla kanmitlanmistir ve GTS tedavisi hakkindaki
caligmalarda dopamin antagonizmi kullanilmaktadir (126).

2.6.8. Norodejenaratif Hastahklar

Spinoserebellar norodejenerasyonu  farkli  hastaliklara yol agabilir.
Norodejenarasyon inkoordinasyon (ataxia), kas gili¢stizliigii ve duyu kaybi belirtilerine
neden olabilir (127). Huntington hastalig1 ve Friedreich ataxia bu durumda goriilen
hastaliklardan ikisidir. Norodejeneratif bozukluklarin tedavi stratejileri gen
ekspresyonunu modifiye ederek etki gosteren “histone deacetylase (HDAC)
inhibitor”lerini icerir. Ozellikle HTT geninin CAG tekrarli bolgesinin genisletilmesi

nedeniyle olusan Huntington hastaliginda 6nemlidir (128).
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2.6.9. Epilepsi

Epilepsi diinyada olduk¢a fazla kisiyi etkileyen kronik ndrolojik bir hastaliktir.
Mevcut tedavi yaklasimlari ile hastalarin %30’ u tedavi edilemez ve %20’ si tedaviye
direngli nobetler gecirirler. Bu amagla farkli tip ndbetlerde etkin olarak
kullanilabilecek etken maddeler iizerinde ¢aligmalar devam etmektedir. Epilepside
kullanilan genis spektrumlu bazi antikonviilzanlar diger SSS hastaliklarinin
tedavisinde faydalidir. Ayrica bu tip ilaglar néropatik agri, bipolar bozukluk, migren
ve madde istismarinda da kullanilmaktadir (129).

2.6.10. Migren

Migren tekrarlanan ve is giicii kaybina yol agan bir ndrolojik bozukluktur. 2007
yil1 verilerine gore Tiirkiye’de migren prevalansi 15-55 yas grubunda kadinlarda %
21.8 ve erkeklerde %10.9°dur. Migren, aralikli siddetli zonklama tipi tek tarafli bas
agrilar1 ve agr ile birlikte goriilen bulanti, kusma, 1518a, sese veya harekete hassasiyet
ile karakterize edilir. Ataklar 4-72 saat arasinda sonlanir ve hastalarin %10-20’si
arasinda aura adi verilen gorsel bozukluklar meydana gelir. Migren ataklarin aylik
goriilme ortalamasi 2’ye yakindir (130).

Migren patofizyolojisi halen tam olarak aydmlatilamamigtir.  Ancak
beyinsapindaki nérolojik bozuklugun migrene neden oldugu diisiiniilmektedir. Ug
mekanizma ile gerceklesir: Kranyal arteryel vazodilatasyon, ekstraserebral ndrojenik
inflamasyon ve santral agr iletiminin inhibisyonundaki azalma,santral ve periferik
olarak trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonu, kalsitonin geni ile iliskili peptid
(CGRP), P maddesi ve nérokinin A gibi vasoaktif néropeptidlerin salimina ve boylece
vazodilatasyona, kan damarlarinda steril inflamasyona ve agr1 sinyal iletimine neden
olur (9).

Seratonin mediyatorii, migren ataklarinda seviyesinin diigmesi ve seratonin
inflizyonunun ataklar1 rahatlatmasi nedeniyle uzun yillar migren ataklarinin aracisi
olarak iligkilendirilmistir. Sumatriptan bu amagla gelistirilen ilk seg¢ici 5-HT 1B/1D
seratonin reseptor agonistidir. Ilk kesfedildiginde ergot alkaloitlerine gdre goriilen
daha az yan etki akut migren tedavisinde ¢i8ir agan bir bulus olarak nitelendirilmistir.
Ancak smirl oral biyoyararlanimi, kisa yar1 6mrii, agr1 tekrar1 oranindaki ytikseklik,
kan beyin engelini gecememesi ve kardiyovaskiiler yan etkiler kullanimini

sinirlandirmistir (10).
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Migren ataklarinin tedavisinde zamanlama onemlidir. Triptanlarin migren
ataklarin erken evresinde uygulanmasinda daha etkin olduklar tespit edilmisir (131).
Etkinin baslangicindan 30 dakika igerisinde 40 mg eletriptan kullaniminin hastalarin
% 71 inde agriy1 2 saat gegirdigi gézlemlenmistir (10). eletriptan ile migren ataklar
sonucu olusan is giicli kayiplarinda kaydadeger bir diisiis yasandig: tespit edilmis ve
bu degerin sumatriptan ile benzer ve ergotamin/kafein kombinasyonundan daha etkin
oldugu tespit edilmistir. Maliyet-etkinlik ¢alismalarinda ise eletriptan 40 mg’in en az
sumatriptan 50 veya 100 mg kadar etkin hatta genellikle daha maliyet-etkin oldugu
tespit edilmistir. Karsilastirmali bir ¢alismada eletriptan 40 mg’in migren ataklari
tedavisinde en diisiik tedavilerden biri oldugu, en diisiik olmasa bile ataklarin basariyla
tedavisi- maliyet oraninda en iyi sonucu verdigi tespit edilmistir (132).

2.7. Etken Madde Hakkinda Bilgi

2.7.1. Genel Ozellikleri

Ozel ismi: Eletriptan hidrobromiir

Kimyasal Adi: 3-[[(R)-1-methyl-2-pyrrolidinyljmethyl]-5-[2-
(phenylsulfonyl)ethyl]-indole monohydrobromide(10)

Molekiil Formiilii:C22H26N>O2S*HBr

Molekiil Agirhg :463.43

Yapisal Formiilii :

ZT

©/S\o HBr
N

2.7.2. Fizikokimyasal Ozellikleri

Eletriptan suda kismen ¢oziinen (0.00118 mg/mL) beyaz veya hafif solgun
renkli tozdur. Log P degeri 3.77-3.84 tiir. Eletriptan hidrobromiiriin suda ¢oziiniirligii
ise yaklasik 4 mg/mL’ dir. pKa degeri giiclii asidik: 17.11, giiclii bazik: 8.37, polar
yiizey alam 53.17 A?°dir(10).
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Erime Noktas1:169-171 °C

Piyasada Bulunan ila¢ Sekilleri (132)

ilag Sekli Verilis Yolu Doz

Tablet oral 20 mg
Tablet oral 40 mg
Tablet, Film Kapli oral 20 mg
Tablet, Film Kapl oral 40 mg

2.7.3. Farmakokinetik Ozellikleri

Saglikli goniillerde ve yetiskin migren hastalarinda eletriptan kullanima ile elde
edilen farmakokinetik veriler Cizelge 2.3’te verilmistir. Yayinlanan caligmalarda
kullanilan oral doz 1.5 ile 120 mg aras1 degigsmektedir. Ancak doza bagli 6zelliklerin
gosterildigi ¢alisma sayisi fazla degildir (10).

Eletriptan lipofilik ve biyolojik mebranlardan gecebilen bir maddedir. oktanol:
pH 7.4 tampon dagilim katsayis1 +1.1° dir (sumatriptan -1.5, naratriptan -0.2,
rizatriptan -0.7, zolmitriptan -1.0). Eletriptan anestezi altindaki ratlarda duedenum ve

jejenumdan sumatriptandan 5 kat daha hizli emilir (132).

Cizelge 2.3. Eletriptanin farmakokinetik parametreleri(10)

Doz (mg) Parametre Deger*
20 Crax (ng/mL) 62
30 57-115
80 235
20-80 tmax (saglikl1) (saat) 0.75-1.5
30-80 tmax (mMigrenli) (saat) 2.0-2.8
20 AUC (ng.saat/mL) 306
30 382-550
80 1459
Tiim Dozlar  Vd (L)** 138-184
20-80 kel (saat™) 0.113-0.159
20-80 t1/2 (saat) 4.4-6.5

* Ortalama veya ortanca degerler

** Intravendz uygulama sonrast

Cmax: En yiiksek kan derigimi, tmax: Cmax goriilme siiresi, AUC: Egri alt1 alan, Va: Sanal
dagilim hacmi, Kel: Eliminasyon sabiti, ti2: Yarilanma omrii
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Eletriptan lipofilik, oral olarak uygulanabilen, hizl etkili ve sumatriptandan 4-
8 kat 5-HT 1B/1D reseptor afinitesine sahip bir etken maddedir. Kranyovaskiiler
seciciligi sumatriptan’in 2-3 katidir. Bu etkinligin kardiyovaskiiler yan etkileri
arttirdigina dair bir kanit yoktur. Ilacin lipofilik 6zelliklerinin kan beyin engelinden
daha ytiksek oranda gecisine ve trigeminal sinir aginda yiiksek santral aktiviteye neden
olacag diistinlilmektedir. Ancak P-gp substrati olmasi ve santral sinir sisteminden
disar1 atilmas1 nedeniyle eletriptan’in kan beyin engelini gecisi diger maddelerden
diisiiktiir. Oral eletriptan (20, 40 ve 80 mg) akut migren ataklarinda hizli etki gosterir.
20 mg eletriptanin etkinligi 100 mg sumatriptana esdegerdir (10).

Eletriptan genellikle iyi tolere edilir ve genel yan etkileri triptan sinifi ilaglarda
gortlen etkiler ile aynidir. Yan etki goriilme orani artan dozla beraber yiikselir. Bu yan
etkiler nedeniyle % 2-8 oraninda hasta eletriptan kullanimina devam edemez.
Eletriptan 20 mg kullanim1 sonucu yan etki goriilme siklig1 plasebo ile ayniyken,
eletriptan 40 mg ile bu oran sumatriptan 50 mg veya 100 mg, naratriptan 2.5 mg veya
zolmitriptan 2.5 mg ile aynidir. Eletriptan 80 mg’da bu oran diger triptan tiirevlerinden
fazladir. Ancak hasta uyuncu eletriptan 80 mg da daha yiiksek olarak tespit edilmistir.
1 yila kadar kullanimda hastalar tarafindan iyi derecede tolere edilebilir (10).

Eletriptanin, ketakonazol, flukonazol, eritromisin ve verapamil gibi potent
CYP3A4 inhibitorleri ile ilag etkilesimleri vardir. Eletriptana maruziyetin artmasi
klinik olarak kaydadeger sonuc¢lar dogurmasa da eletriptan ile beraber veya
kullanimdan sonraki ilk 72 saatte potent CYP3A4 inhibit6rii kullanilmasi dnerilmez

(132).



GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetonitril

Diklorometan

Eletriptan Hidrobromiir

Fetal Bovin Serum

Formik Asit

Isopropil Alkol

Kalsiyum Kloriir

Light Cycler 480 Probes Master
Metanol

MTT Reaktifi

Orto Fosforik Asit

PLGA (lactide:glycolide 50:50, mol.ag.30000-60000)
Potasyum Dihidrojen Fosfat
Proteinaz K

PVA (Mowiol 4-88)

Random Hexamer Primer
RealTime ready Assay

Reverse Transcriptase

RNASave

Merck, Almanya
Merck, Almanya
Alfa Chemistry, ABD
Amresco, ABD
Sigma,ABD
Sigma,ABD
Merck, Almanya
Roche, ABD
Merck, Almanya
Sigma,ABD
Merck, Almanya
Sigma, ABD
Merck, Almanya
Thermo, ABD
Sigma, ABD
Roche,ABD
Roche, ABD
Roche, ABD

BI, israil
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Sodyum Bikarbonat

Sodyum Kolat

Sorbitan Seskioleat

Transcriptor High Fidelity cDNA Sentez Kiti
Triton X-100

Vitamin E Polietilen Glikol Siiksinat

3.1.2. Deneylerde Kullamilan Aygitlar
Calkalayic1  (Su banyosu)

Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DTK)
Erime Derecesi Tayin Cihazi

Foton Korelasyon Spektrometresi/ Zetametre
FT-IR Spektrofotometresi

Geri Ceviren Sogutucu

Hassas Terazi

Iklim Dolabi

Liyofilizator

Manyetik Karistiricili Isitict

Otomatik Pipet

pH Metre

Plak Okuyucu

Polimeraz Chain Reaction Ol¢iim Cihaz1 (QPCR)

Santrifiij

Merck, Almanya
Serva, Almanya
SpectrumChem., ABD
Roche, ABD
Sigma,ABD

BASF, Almanya

Niive, Tiirkiye
Perkin Elmer, ABD
SRS, Optimelt, ABD
PSS Nicomp, ABD
Perkin Elmer, ABD
Buchi, Almanya
Mettler, Almanya
Niive, Tiirkiye
Christ, Almanya

Julabo EM, Almanya
Boeco, Italya
Metrohm, Isvicre
Biotek, ABD

Roche, ABD

IEC Centra, ABD
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S1v1 Krotografi Kiitle spektrometrisi (LC-MS) Agilent, ABD
Taramali Elektron Mikroskobu Zeiss, Almanya
Ultra Saf Su Cihaz1 (Tip 1) ELGA, Ingiltere
Ultrasonik Prob Karistirici Bandelin, Almanya
UV Spektrofotometresi GBC, Ingiltere
Yiiksek Devirli Homojenizator IKA, Almanya
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (YPSK) Agilent, ABD

3.2. Yontem

3.2.1. Etken Maddeye Ait Calismalar
EH’nin kimyasal 6zelliklerini ve safligin1 saptamak i¢in asagidaki ¢aligmalar

yapilmustir.

3.2.1.1. Etken Maddenin Ultraviyole (UV) Spektrumu

Etken maddenin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunun (Amax)
saptanmasi i¢in 30ug/ 10 mL derisiminde sulu ¢6zeltisi hazirlanarak 200-400 nm dalga
boyunda UV-spektrofotometresi kullanilarak, Amax degeri belirlendi. Deney 3 defa
tekrarlandi.

3.2.1.2. Etken Maddenin Infrared (IR) Spektrumu

EH’ nin infrared spektrumu olarak, attenuated total reflectance (ATR) aparati
ile Cinko Selenyum Kristali secilerek650-4000cm™ dalga araliginda FT-IR analizi
yapild.

3.2.1.3. Etken Maddenin Erime Derecesinin Tayini

EH’ nin erime derecesi, erime noktasi tayin cihazi kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
Cihaz 140°C’ ye getirildi (beklenen erime noktasinin 30°C alt1) ve daha sonra erime
gerceklesinceye kadar dakikada 2°C arttirilarak kilcaldaki etken maddeye ait tozun

erimesi incelendi. Deney 3 defa tekrarlandi (133).
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3.2.1.4. Etken Maddenin Termal Analizi

EH’ nin termal analizinde, diferansiyel taramali kalorimetre (DTK) kullanildi.
Ornekler, aliiminyum pan (kap) iizerinde, 30-350°C arasinda degerlendirildi. Referans
olarak, alliminyum analog bospan (kap) kullanildi. 10°C/dk sicaklik artig1, 20mL/dk

azot akishizinda, termal analiziglemleri gerceklestirildi. Deney 3 defa tekrarlandi.

3.2.2. Yontem Validasyonlar:

3.2.2.1. Eletriptan Hidrobromiiriin Yiiksek Basinch S1vi Kromatografisi

(YPSK) ile Miktar Tayini

In vitro galigmalarin tiimiinde, EH miktar tayini i¢in uygun olan YPSK yontemi
kullanilmistir. 25°C’de, 1.0mL/dk akista, (UV dedektoriinde, 225nm dalga boyunda),
C8 (AgilentZorbax SB-C8 150 x 4.6 mm, 3.5 um, ABD) tersfaz kolonu ve 10
puLenjeksiyon hacmi kullanilarak ¢alisildi. /n vitro calismalar i¢in Agilent 1100 YPSK

cihazi kullanildi.
3.2.2.1.1. Mobil Faz Hazirlanmasi

68 g potasyum dihidrojen fosfat 1000 mLbidistilesuda ¢ozlindiirildii.
Cozeltinin pH degeri fosforik asit kullamilarak 3.5’ e ayarlandi (134), 0.45 um
filtreden siiziildii. % 6 bu ¢ozelti, % 30 asetonitril ve % 64 su oranlarinda karistirilarak
mobil faz hazirlandi (135). Bu yontemin giivenilirliginin belirlenmesi i¢in validasyon

caligmalar1 yapildi.
3.2.2.1.2. YPSK i¢in Validasyon Cahsmalar
3.2.2.1.2.1. Dogrusallik

Calismada kullanilacak kalibrasyon dogrusunun ve denkleminin belirlenmesi
icin EH bidistile suda 1 mg/100mL olacak sekilde ¢oziildii ve hazirlanan ¢ozelti stok
cOzelti olarak kullanildi. Bu c¢ozeltiden sirasiyla 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500,
1000pug/mL olacak sekilde 8 farkli derisimde seyreltme yapildi. Hazirlanan bu
cozeltiler YPSK’ye enjekte edildi ve her birderisime ait pik alanlaribulundu. Her bir
EH derisimine denk gelen pik alani yardimiyla kalibrasyon dogru denklemi
hesaplandi. Hesaplarda her bir nokta icin en az 3 de8erin ortalamasi kullanildi. Her

Olctim 3 defa tekrarlandi (136, 137).
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3.2.2.1.2.2. Dogruluk

Dogruluk, deney yolu ile elde edilen degerlerin, gercek/teorik degerlerle
yakinliginin saptanmasidir. Bu hesaplamada % geri kazanim degerlerinin ortalamasi
hesaplanarak, yontemin dogrulugu onaylanir. Standart sapma (SD) veya varyasyon

katsayis1 (VK) ile ifade edilir.

Yapilan validasyonun dogrulugunun hesaplanmasi i¢in bidistile suda EH’ nin
farkli derisimde(5, 10, 25 pg/mL) 3 seri ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin YPSK’da
alan degerleri 6 defa okundu. Okunan degerlerkalibrasyon denkleminde yerine
konarak elde edilen derisimlerden % gerikazanim degerleri Esitlik 1lyardimiile

bulundu: (136, 137).
% Geri Kazanim = (Kpratik/ Kteorik)x 100 3.1.
Kpratik: Etken maddelerin kalibrasyon denkleminden elde edilen derisim degerleri.
Kieorik: Etken maddelerin hazirlanan derisim degerleri

3.2.2.1.2.3. Kesinlik

Kesinlik, normal ¢alisma kosullarinda bir analitik yontemin tekrar edilebilirlik
ve tekrar elde edilebilirlik derecesinin bir dl¢iisiidiir. Bir analitik yontemin kesinligi,
istatistiksel agidan yeterli degerlendirmenin yapilacagl sayida,aynit derisimdeki
ornekler Olciilerek ortalama, standart sapma (SD) vevaryasyon katsayisinin (VK)
hesaplanmasiyla gergeklestirilir. VK’nin % 2’denkiigiik olmasi yontemin kesinliginin
bir gostergesidir (136, 137). Bu amagla 25 pg/mL derisimde ¢6zelti hazirlanarak analiz
gergeklestirildi.

3.2.2.1.2.3.1. Tekraredilebilirlik

EH’ nin bidistile suda, farkli giinlerde hazirlanan 10 pg/mL derisimdeki
cozeltileri degerlendirildi. 6 kez okuma yapildi (136).

3.2.2.1.2.3.2. Tekrar elde edilebilirlik
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EH’ nin bidistile sudaki 10 pg/mL derisimde ¢ozeltileri hazirlanarak farkli
analistler tarafindan test edildi ve YPSK’da verdikleri degerler kiyaslandi. Her bir
ortam i¢in 6 kez okuma yapildi(136).

3.2.2.1.2.4. Ozgiinliik (Segicilik)

Formiilasyonlarda kullanilan yiizey etken madde, koruyucu madde,polimer ve
bos nanopartikiil formiilasyonu mobil fazda ¢6ziindiiriildii ve EH piki ile girisim yapip
yapmadigi, pik gecikme zamani degerlendirildi. Ayrica kullanilan tiim ¢dziiciilerin de
EH’ nin piki ile etkilesip etkilesmedigi degerlendirildi. Deney her grupigin 3 defa
tekrarland1 (137).

3.2.2.1.2.5. Teshis ve tayin simirlari

Bir analitik yontemin teshis siiri, 6rnek igerisindeki teshis edilen fakat
kesinlikle kantitatif olarak tam miktarmin belirlenmesine gerek olmayan analitin en
kiiciik miktaridir. Bu smirlar diisiik derisime sahip bir seri 6rnegin analiz edilmesiyle
belirlenmistir. Her bir ortam i¢in 3 paralel kalibrasyon denklemi bulundu. En diisiik
degerine karsilik gelen alanlarin standart sapma degerleri hesaplandi ve bu degerlerin
ortalamasi, secilen kalibrasyon dogrusunun egimine boliindi. Bu deger 3.3 ile
carpilarak teshis sinir1 (LOD); 10 ile carpilarak tayin smir1 (LOQ) belirlendi (136,
137).

3.2.2.2. Eletriptan Hidrobromiiriin Sivi Kromatografisi- Kiitle

Spektrometrisi (LC-MS) ile Miktar Tayini

Hiicre kiiltiirii ve in vivo ¢aligmalarin tiimiinde, EH miktar tayini i¢in uygun
olan LC-MS yéntemi kullamlmustir. 25°C’de, 1.0mL/dk akista, (MS dedektoriinde,
383 ve 385 iyonlarinda), C18 (Agilent Zorbax SB-C18 150 x 4.6 mm, 3.5 um, ABD)
ters faz kolonu ve 10 pL enjeksiyon hacmi kullanilarak c¢alisildi. /n vitro galismalar

icin Agilent 1100 YPSK-MS cihazi kullanildi.
3.2.2.2.1. Mobil Faz Hazirlanmasi

Formik asit 1000 mL bidistile suda % 0.1 oraninda karistirildi. 0.45 pm

filtreden siiziildii. % 60 formik asit ¢ozeltisi, % 40 metanol ile karistirilarak mobil faz
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hazirlandi. Bu yontemin giivenilirliginin belirlenmesi i¢in validasyon calismalari

yapild.
3.2.2.2.2. LC-MS I¢in Validasyon Cahsmalar1
3.2.2.2.2.1. Dogrusallik

Calismada kullanilacak kalibrasyon dogrusunun ve denkleminin belirlenmesi
icin EH bidistile suda 1 mg/100mL olacak sekilde ¢oziildii ve hazirlanan ¢ozelti stok
¢oOzelti olarak kullanildi. Bu ¢ozeltiden sirasiyla 0.5, 2.5, 5, 25, 50, 75, 100, 125, 250,
500, 5000 ng/mL olacak sekilde 11 farkli derisimde seyreltme yapildi. Hazirlanan bu
cozeltiler LC-MS’ ne enjekte edildi ve her bir derisime ait pik alanlar1 bulundu. Her
bir EH derisimine denk gelen pik alani yardimiyla kalibrasyon dogru denklemi
hesaplandi. Hesaplarda her bir nokta i¢in en az 3 de8erin ortalamasi kullanildi. Her

Olctim 3 defa tekrarlandi (136, 137).

Biyolojik 6rnek kullanilan ¢alismalar i¢in, standartlar 200 pL plazma veya
beyin homojenizatina, 100 pL metanol, 400 pL asetonitril ve 200 pL degisik
derisimlerde i¢ standart ve etken madde iceren ¢ozeltiler ilave edilerek hazirlandi.
Numuneler 30 sn vortekslendikten sonra 10 dk siireyle +4°C’de 10000 rpm’de
santrifuj edildi. Santrifujun ardindan tstteki berrak kisim ayrilmis ve cihaza enjekte
edildi. Etken maddenin plazma veya beyin igerisinde farkli derisimlerde 6 ayr1 seri
cozeltisi hazirland1 ve LC-MS’e enjekte edildi. Pik alanlar1 bulundu. Etken madde
derisimlerine karsilik elde edilen pik alanlarma dogrusal en kiiciik kareler yontemi
uygulandi. Standart dogru denklemi elde edildi. Gerekli istatistiksel parametreler

hesaplanda.
3.2.2.2.2.2. Dogruluk

Yapilan validasyonun dogrulugunun hesaplanmasi ig¢in biyolojik ortamdaki
EH’ nin farkli derisimlerde ¢o6zeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin LC-MS’de alan
degerleri okundu. Okunan degerler kalibrasyon denkleminde yerine konarak elde
edilen derisimlerden % geri kazanim degerleri Esitlik 3.2 yardimi ile bulundu:(136,
137).

% Geri Kazanim = (Kpratik/ Kteorik)x 100 3.2.
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Kpratik: Etken maddelerin kalibrasyon denkleminden elde edilen derisim degerleri.
Kieorik: Etken maddelerin hazirlanan derisim degerleri
3.2.2.2.2.3. Kesinlik

Kesinlik, normal calisma kosullarinda bir analitik yontemin tekrar edilebilirlik
ve tekrar elde edilebilirlik derecesinin bir dl¢iisiidiir. Bir analitik yontemin kesinligi,
istatistiksel acidan yeterli degerlendirmenin yapilacagi sayida, ayni derisimdeki
ornekler Olgiilerek ortalama, standart sapma (SD) ve varyasyon katsayisinin (VK)
hesaplanmasiyla gergeklestirilir. VK’nin % 2’den kiigiik olmas1 yontemin kesinliginin

bir gostergesidir (136, 137).
3.2.2.2.2.3.1. Tekrar Edilebilirlik

EH’ nin biyolojik ortamdaki, farkli giinlerde hazirlanan c¢ozeltileri
degerlendirildi. 6 kez okuma yapildi (136).

3.2.2.2.2.3.2. Tekrar Elde Edilebilirlik

EH’ nin biyolojik ortamdaki ¢ozeltileri hazirlanarak farkli analistler tarafindan

test edildi ve degerler kiyaslandi. Her bir ortam i¢in 6 kez okuma yapildi (136).
3.2.2.2.2.4. Ozgiinliik (Secicilik)

Biyoljik ortamdan gelen maddelerin ve i¢ standardin EH’ nin piki ile etkilesip
etkilesmedigi degerlendirildi. Deney her grup i¢in 3 defa tekrarlandi (137).

3.2.2.2.2.5. Teshis ve Tayin Sinirlari

Her bir ortam i¢in 3 paralel kalibrasyon denklemi bulundu. En diisiik degerine
karsilik gelen alanlarin standart sapma degerleri hesaplandi ve bu degerlerin
ortalamasi, secilen kalibrasyon dogrusunun egimine boliindii. Bu deger 3.3 ile

carpilarak teshis sinir1 (LOD); 10 ile ¢arpilarak tayin siniri(LOQ) belirlendi (136, 137).



49

3.2.3. Etken Maddeye Ait Organik/Su Fazi1 Dagilim Caliymalari
10 mg EH alinarak 8 mL su/2 mL diklorometan igerisine koyuldu. 4 saat
manyetik karistiricida karistirildi ve bu siire sonunda su fazindaki EH miktar1 YPSK

ile 6lgtildii. Deney 3 defa tekrarlandi.

3.2.4. Polimerik Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
Polimerik nanopartikiiller hazirlanirken, PLGA polimeri kullanilarak
emiilsiyon olusturma ¢o6ziicii ugurma yonteminden faydalanildi. Bu amag¢la EH nin

hem Y/S hem de S/Y/S emiilsiyonlar1 hazirlanarak 6zellikleri incelendi.

3.2.4.1. Y/S Emiilsiyon Olusturma Coziicii Ucurma Yontemi

Nanopartikiillerin iiretimi i¢in Mainardes ve dig. (138) tarafindan kullanilan
yontem referans alinmistir. Yontemde EH ve PLGA 1 mLdiklorometan igerisinde
¢oziildi ve 10 mL PVA igeren ultrasaf su icerisine eklenerek ultrasonikprob
yardimiyla emiilsiyon olusumu saglandi. Hazirlanan emiilsiyondan geri ¢eviren
sogutucu yardimiyla diklorometanin ugurularak ayrilmasi saglandi. Daha sonra 10000
rpm’de 15 dk 4°C’ de santrifiijleme islemi gergeklestirildi. Ust kisimdaki siipernatan
ayrild1 ve geride kalan ¢okelti ayn1 miktar ultra saf su eklenerek tekrar siispansiyon
olusturuldu. Bu islem 3 defa tekrarlanmig ve son olarak elde edilen siispansiyon

liyofilize edilmistir.

Formiilasyonun boyut ve dagilim 6zelliklerine etkisinin saptanmasi amaciyla
Cizelge 3.1’ de 6zetlenen D-Optimal tasarim kullanilarak farkli etken madde, PLGA,

PVA derisimleri ile sonikasyon enerji ve zamanlar1 denendi.

3.2.4.2. S/Y/S Emiilsiyon Olusturma Coziicii Ucurma Y ontemi

Cohen ve dig. tarafindan hazirlanan yontem modifiye edilmistir (139). 3 mL
diklorometan igerisine belirlenen miktarda PLGA, organik fazda ¢6ziilmesi istenen
(varsa) yiizey etken madde eklenerek yag fazi olusturuldu. I¢ su fazi igin 1 mL ultrasaf
su igerisine belirlenen miktar EH ve (varsa) su fazina eklenmesi istenen ylizey etken
madde eklendi. Dis su fazi 10 mL ultrasaf suigerisine istenen oranda stabilizan
eklenerek hazirlandi. I¢ su fazi ile yag fazi bir kaba konarak buz banyosunda,
ultrasonik prob yardimiyla 30 W enerji45 sn uygulanarak karistirildi. Hazirlanan
emiilsiyondis su fazina eklenerek buz banyosunda, ultrasonik prob yardimiyla 50 W

60 sn karigtirildi. Hazirlanan emiilsiyondan geri ¢eviren sogutucu yardimiyla
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diklorometanin ugurularak ayrilmasi saglandi. Daha sonra 10000 rpm’de 15 dakika 4

°C’ de santrifiijleme islemi gergeklestirildi. Ust kisimdaki siipernatan ayrilmis ve

geride kalan ¢okelti ayn1 miktar ultra saf su eklenerek tekrar siispansiyon olusturuldu.

Bu islem 3 defa tekrarlandi ve son olarak elde edilen siispansiyon liyofilize edildi. Bu

amagcla elde edilen nanopartikiil siispansiyonu oncelikle 12 saat derin dondurucuda

bekletilmistir. Dondurulan partikiiller -80°C sicaklikta 0.0005 mbar basingta 48 saat

lyofilizasyon islemine tabi tutulmustur.

Cizelge 3.1: D-Optimal tasarim kullanilarak hazirlanan Y/S emiilsiyon parametreleri

(135)
Sra  APLGA  BpyA%) C:EH D:Sonikasyon Eneriisi(W) E:Sonikasyon
(mg) (mg) Zamani (sn)
1 75.00 1.00 15.00 30.00 60.00
2 75.00 5.00 5.00 70.00 30.00
3 75.00 5.00 15.00 30.00 30.00
4 75.00 1.00 5.00 70.00 30.00
5 25.00 1.00 5.00 30.00 30.00
6 25.00 5.00 15.00 30.00 60.00
7 25.00 1.00 5.00 30.00 90.00
8 75.00 1.00 10.00 30.00 30.00
9 25.00 1.00 5.00 70.00 30.00
10 75.00 1.00 5.00 50.00 90.00
11 75.00 1.00 15.00 30.00 60.00
12 75.00 5.00 5.00 70.00 90.00
13 25.00 5.00 5.00 30.00 30.00
14 25.00 5.00 5.00 50.00 90.00
15 50.00 3.00 125 50.00 60.00
16 25.00 1.00 15.00 70.00 30.00
17 50.00 3.00 125 50.00 60.00
18 50.00 5.00 15.00 30.00 90.00
19 75.00 5.00 15.00 70.00 90.00
20 75.00 5.00 10.00 30.00 90.00
21 50.00 5.00 5.00 30.00 90.00
22 50.00 1.00 5.00 70.00 90.00
23 75.00 3.00 15.00 70.00 30.00
24 25.00 1.00 15.00 70.00 90.00
25 75.00 3.00 5.00 30.00 30.00
26 25.00 5.00 15.00 70.00 30.00
27 25.00 1.00 15.00 30.00 30.00
28 25.00 5.00 15.00 70.00 90.00
29 75.00 5.00 15.00 30.00 30.00
30 50.00 1.00 15.00 30.00 90.00
31 25.00 5.00 5.00 30.00 30.00
32 25.00 5.00 5.00 70.00 60.00
33 25.00 5.00 15.00 50.00 30.00
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Uretim parametrelerinin nanopartikiil dzellikleri iizerine etkilerinin tespit
edilmesi amaciyla farkli polimer, etken madde, yiizey etken madde, stabilizan
derisimleri ile farkli yiizey etken madde ve stabilizan ile Cizelge 3.2’de yer alan

nanopartikiiller hazirlandi.

3.2.5. Partikiillerin Analizi

3.2.5.1. Partikiil Boyut Analizi

Uretilen formiilasyonlar, agregat olusumu, partikiil biiyiikligi ve
polidispersite indisi acisindan, foton korelasyon spaktroskopisi cihaz1 (PCS) ile oda
sicakliginda, 90% lik ac1 ile degerlendirildi. Her drnekten 3 deneme yapildi, her
deneme 3 defa degerlendirildi. Ornekler degerlendirmeden once ultrasaf su (pH=7) ile

seyreltildi. Suyun viskozitesi 0.0089 poise ve refraksiyon indisi 1.333 olarak alindu.

Cizelge 3.2: Hazirlanan S/Y/S emiilsiyon parametreleri

SN PLGA SK SS Dis Faz
u. (mg) EH (mg) PVA (%) F68 (mg) (mg) (mg) PVA (%) pH
F1 90 1 1 1 7
F2 60 1 1 1 7
F3 90 5 3 3 7
F4 90 1 3 3 7
F5 60 1 3 1 7
F6 90 1 1 3 7
F7 90 3 1 1 9,6
F8 90 3 1 1 5,6
F9 90 3 1 1 7
F10 90 3 300 1 7
F11 90 3 90 1 7
F12 90 3 0.5 1 7
F13 90 3 1 12 7

aD1s faz olarak distile su yerine 0.2 mM CaCl; ¢ozeltisi kullanilmistir (139).

3.2.5.2. Zeta Potansiyel Analizi
Secilen formiilasyonlar, zeta potansiyel 6lciim cihazinda 25°C’de, 18.9

derecelik bir dagitma agisiyla, 78.5 dielektrik sabitinde, 0.4 cm elektrod araliginda, 15
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V/em olacak sekilde bir alan giiciinde degerlendirildi. Ornekler dlgiilmeden dnce

ultrasaf su ileseyreltildi. Ortalama zeta potansiyel belirlendi. Deney 3 defa tekrarlandi.

3.2.5.3. Partikiil Ozellikleri
Hazirlanan formiilasyonlarin ilag yliklemenme ve pargalanma iiriinii olusumu

DTK ve FT-IR kullanilarak degerlendirildi.
3.2.5.3.1. DTK Analizi

Kullanilan tiim polimer ve etken maddenin ayr1 ayri, fiziksel karisimlari ve
hazirlanan nanopartikiillerin DTK ile termogramlari ¢ekildi. Bu amagla yaklasik 1 mg
agirlikta tartilmis numune kapakli bir aliminyum pan (kap) i¢ine konuldu. 10°C/dak
ile sicaklik artirilarak, 30-350°C sicaklik araliginda, azot ortaminda termogrami alindi.
Elde edilen piklerdeki degisime gore sonuglar degerlendirildi. Her deneme 3 defa

tekrar edildi.
3.2.5.3.2. FT-IR Analizi

Kullanilan tiim polimer ve etken maddenin ayr1 ayri, fiziksel karisimlari ve
hazirlanan nanopartikiiller bir spatiil yardimiyla FT-IR spektrumunun ¢ekilecegi ATR
kristali iizerine dikkatli bir sekilde konuldu. Cihazin aparat1 yardimiyla kristal iizerinde
sikistirilldi. Sikistirma islemine IR spektrumu sabitleninceye kadar devam ettirildi.

Daha sonra spektrum 4000-650 cm! dalga sayisinda tarandi.

3.2.5.4. Elektron Mikroskobu Analizi
Morfolojik analiz calismalari i¢in taramali elektron
mikroskopu (SEM) kullanildi. Ornekler, altin ile kapland: ve 30000 biiyiitmesinde

goriintlilendi.

3.2.5.5. Icerik Miktar Tayini

Nanopartikiil formiilasyonlar1 10 mL asetonda ¢oziildi. Gerekli
seyreltmeler YPSK mobil fazi ile yapildi ve EH miktar1 YPSK ile degerlendirildi.
Deney 3 defa tekrarlandi. Sonuglar Esitlik 3.3 kullanilarak hesaplanda.

Mgeu= Deneysel olarak elde edilen EH miktar1
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Mmadde = Formiilasyondaki madde miktart

3.2.5.6. Enkapsiilasyon Etkinligi Calismalar:

Enkapsiilasyon etkinligi tayini i¢in 6rnekler santrifiijleme isleminde elde edilen
stiziintiden YPSK yontemiyle yiiklenmemis EH miktar1 hesaplandi. Bu miktar
baslangigta tartilan miktardan ¢ikartildi. Elde edilen sonug, asagidaki esitlik
4yardimiylaenkapsiilasyon etkinligi (EE) yiizde olarak bulundu. Her deney 3 kez

tekrarlandi.
%EE = [(Cb—Cs)/Cb]x100 3.4.
Cb: Baslangic EM miktari, Cs: Final EM miktari

3.2.5.7. In Vitro Salim Cahismalar

Salim ¢alismalar1 37 + 0.5°C’de gergeklestirildi. Etken madde igeren polimerik
nanopartikiil dispersiyonu, 12000-14000 kDa por c¢ap1 degerine sahip diyaliz
membranina konuldu. Diyaliz membranlari igerisinde 30 mL distile su bulunan kaplara
yerlestirildi. Bu sistem calkalayicida, 30 salinim/dk’da karistirildi. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8,
12,24, 28, 36. saatlerde 6rnekler alindi. 9000 dev/dk’da, santrifiij ile kat1 kisim ayrildi.
Kalan sulu kistm 0.2um’lik filtre kagidindan siiziildii ve miktar tayini YPSK ile
yapildi. Her deney 6 defa tekrarlandi.

Hazirlanan nanopartikiillerden tespit edilen EH salimi sonuglar1 ilag salim
mekanizmalarinin agiklanmast i¢in “KinetDS 3.0” adli yazilim kullanilarak genel
olarak kullanilan sifirinci derece, birinci derece, Korsmeyer Peppas, Weibull, Higuchi,
Hixson Crowell kinetik modelleri acisindan degerlendirildi (140). Her bir salim
kinetigine ait ila¢ salim sabitleri (k), salim parametreleri, kinetik grafiklerinin
korelasyon (1) degerleri ve grafiklerin ortalama hata kareleri kokii (RMSE) degerleri
hesaplandi. En yiiksek korelasyon ve en diisitk RMSE degeri gosteren kinetik model
en iyi uyum saglayan olarak degerlendirildi (141).
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3.2.6. Hiicre Kiiltiirii Calismalar’

3.2.6.1. Kiiltiir Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Hiicre Kkiiltliri caligmalarinda hiicre ¢esidine uygun besiyeri karigimi
kullanilmaktadir. Her hiicrenin 6zelligine bagli olarak besiyeri icerigindeki karisim
degismektedir, Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullandigimiz CaCo-2 hiicrelerinde besi
yeri olarak %10 fetal bovine serum (FBS), %1-2 glutamin ve %]l

Penisilin/streptomisin ¢ozeltisi kullanilmistir.

3.2.6.2. Dondurulan Hiicrelerin Coziilmesi

Daha once -80 °C derin dondurucuda veya sivi azot tankindan alinan
kriyovialler 37 °C lik su banyosunda tamamen ¢dziilene kadar bekletildi. Bu islem ¢ok
hizli ve seri yapildi. Tiip igerigi konik tiiplere aktarildiktan sonra iiriin hacminin 3 misli
oraninda fosfat salin tamponu (PBS) ile karistirildi. 800 rpm de 5 dksantrifiij edildi.
Siipernatan atild1. Kalan hiicreler 25 cm? lik flask i¢in 7 ml, 75 cm? lik flask i¢in 14
mL medya ile sulandirilarak ekildi. Cozdiirme isleminden 24 saat sonra ortamda
kalabilecek DMSO kalintilarim1 uzaklastirmak i¢in bir yikama daha yapildi.
Calistigimiz hiicre yapisan Ozellikte oldugu i¢in 24 saat sonunda hiicreler hala

yapismamigsa yikama islemi falkon tiip yardimiyla santrifiij kullanilarak yapildi.

3.2.6.3. Pasajlama Islemi (Subkiiltiir)

Hiicrelerin ekim kaplarmin yiizeyini %80 kapladigi zaman flask i¢indeki
besiyeri aspire edilerek uzaklastirildi. Besiyeri uzaklastirildiktan sonra, hiicrelerin
yikanmasi i¢in iizerine 5 mL PBS ilave edildikten sonra aspire edilerek uzaklastirildi.
25 cm? hiicre kiiltiir kabinda biiyiitiilen hiicreler i¢in 2 mL tripsin, 75 cm? hiicre kiiltiir
flaskinda biiyiitiilen hiicreler i¢in ise 4 mL tripsin uygulandi ve hiicreler
COy’liinkiibatorde 37°C°de 5 dk bekletildi. Bu bekleme isleminden sonra hiicrelerin
yiizeyden kalkip kalkmadiklar1 faz-kontrast mikroskobu ile test edildi. Hiicre kiiltiir
flaskina, ilave edilen tripsinin miktar1 kadar besiyeri eklendi (75 cm? flask i¢in 4 mL
tripsinin {izerine 4 mL PBS; 25 cm? flask icin 2 mL tripsinin iizerine 2 mL
PBS).Tripsin besiyeri karigimi pipetlenerek hiicre siispansiyonu haline getirildi ve bir

falkon tiipe aktarildi. Hiicre siispansiyonu 500-800 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi

¥ Hijcre kiiltiirli alismalar1 SBU Giilhane K&k Hiicre laboratuvarida yapilmistir.
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ve istte kalan sivi (siipernatan) uzaklastirildi. Santrifuj islemi sonucunda alta ¢oken
hiicreler (pellet) 10 mL besiyerinde ¢6ziildii ve sayildi. Ekim yapilacak flaska yeterli
miktarda besiyeri konulduktan sonra ekim yapildi. Flask inkiibatére kaldirildi. Her 3

giinde bir besiyeri degistirildi.

3.2.6.4. MTT Yontemi ile Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

MTT testi canli hiicrelerin “yellow tetrazolium MTT” bilesigini indirgemesi
sonrasi degisen rengin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir.
Bu test esnasinda canlilik orani fazla (daha ¢ok prolifere olan) hiicre gruplarinda daha
koyu mor renk goriilmektedir.

MTT soliisyonu; 5 mg/mL olacak sekilde hiicre tiiriine uygun bos medium
icinde ¢ozlldii. Daha sonra 15 mL’ lik konik steriltiip i¢ine 0,22 um filtre kullanilarak
yapilan filtrasyon ile kullanilacak hale getirildi. Hiicreler, her bir viyaldede 5x10°
hiicre olacak sekilde hemositometre yardimiyla sayilarak hazirlandi. 96 kuyucuklu
hiicre tabakalarina, ¢alisma plan1 dogrultusunda hazirlandi ve her bir kuyucuga 100
L hiicre soliisyonu (hiicre+ %10 FBS’li medium) tek yada cok kanalli pipet
yardimiyla dagitildi. Tabaka 24 saat inkiibe edilmek iizere inkiibatore kaldirildi. 24
saat inkiibasyon sonunda, etken madde ¢o6zeltisi ve ayn1 derisimde etken madde igeren
nanopartikiiller (50 pg/mL)100 pL i¢inde (20 pL nanopartikiil stispansiyonu + 80 puL.
%10 FBS’li medium) olacak sekilde her bir kuyucuga eklenerek ortamin son hacmi
200 puL’ ye tamamlandi. Calisma planina gore plate 48 saat bekletilmek {izere
inkiibatore kaldirildi. 48 saat sonundaher bir kuyucuga 20 pL MTT soliisyonu
pipetlendikten sonra 3-4 saat inkiibe edilmek iizere inkiibatore kaldirildi. 3-4 saat
sonunda siipernatan hiicrelere dokunmadan nazikge aspire edildi.100 pL isopropil
alkol her bir kuyucuga ilave edilerek tabaka folyo yardimiyla sarilarak oda 1sisinda,
karanlikta 3-4 saat inkiibasyona birakildi. islem sonunda tabaka hafifce calkalandi ve
570 nm dalga boyunda plak okuyucuda okutuldu. Sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirildi (142).

Testin degerlendirilmesi;

Test edilen hiicrelerin proliferasyonu, kontrole gore Esitlige gore % olarak
ifade edilir.

CANLILIK= Test kuyucugunun absorbansi / Kontrol kuyucugunun absorbans1 X100
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3.2.6.5. Eletriptan Hidrobromiir ve Eletriptan HidrobromiirYiiklii
Nanopartikiillerin P-gp ile Etkilesimlerinin Incelenmesi

CaCo-2 hiicreleri 12 kuyucuklu hiicre tabakalarma her bir tabakada 1 x
10% hiicre olacak sekilde ekildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan alinan
hiicrelere 800 pLvasat, 200 uL50 pg/mL etken madde veya etken madde icerecek
nanopartikiil slispansiyonu konulup 2 saat inkiibasyona birakildi. 2 saat sonunda
inkiibasyondan alinan hiicreler soguk PBS (7.4) ile 2 kez yikandi, tripsin eklendi ve
santrifiij tliplerine yerlestirildi. Hiicreler 1% triton X-100 igeren 500 pL PBS ile 37°C
30 dakikayikim iglemine tabi tutuldu. Elde edilen ¢ozelti ilgili eppendorf tiiplere
konuldu (143).

Geri atim calismasinda 2 saat inkiibasyona birakilan hiicreler bu siirenin
sonunda inkiibasyondan alindi, soguk PBS (7.4) ile 2 kez yikandi, tripsinlendi ve
santrifiij tiiplerine yerlestirildi. PBS (7.4) eklenerek 30,60,120 dk37°C beklendi. Bu
siire sonunda inkiibasyondan alinan hiicreler soguk PBS (7.4) ile 2 kez yikandi, tripsin
eklendi ve santrifijj tiiplerine yerlestirildi. Hiicreler %1triton X-100 iceren 500 pL PBS
ile 37°C 30 dakikayikim islemine tabi tutuldu. Elde edilen ¢ozelti ilgili eppendorf
tiiplere konuldu (144).

3.3. Stabilite Calismalari

Toksisite caligmalar1 sonucu hiicre toksisitesi az ve diger 6zellikleri uygun olan
F1 formiilasyonu ile elde edilen partikiillerin stabiliteleri incelendi. Stabilite
caligmalari partikiillerin ¢esitli sicakliklardaki davraniglarinin partikiil biiyiikliikleri ve
polidispersite indeks degerleri acisindan degerlendirilmesini ve nanopartikiillere
yiiklenmis etken madde miktarinin incelenen sicaklik degeri agisindan tayin edilmesini
icermektedir. Bu amagla hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlar: liyofilize hale
getirilerek +4°C’ de buzdolabinda, oda sicakliginda desikatorde ve -20°C buzdolab1
dondurucu kisminda 3 ay siireyle muhafaza edildi. Birinci ve iiglincii ay sonunda her

bir nanopartikiil formiilasyonu belirtilen kontroller agisindan incelendi.

Hazirlanan nanopartikiillerden in vivo c¢alismalarda kullanilacak F1
formiilasyonunun biyolojik ortam stabilitesinin incelenmesi amaciyla formiilasyon 24
saat 37°C’de su banyosunda bekletilmis ve nanopartikiiller boyut ve PDI agisindan

degerlendirilmistir.
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3.4. In Vivo Calismalar?

Disi wistar albino ratlar (250-300 g) Saglik Bilimleri Universitesinden
(Ankara) temin edildi (SBU Giilhane HAYDEK Etik Nu:2017-001). Ratlar propilen
kafeslerde (her bir kafeste 3 hayvan olacak sekilde) kontrol altinda tutuldu. Ratlarin
bakimi1 ve sakrifikasyon islemi laboratuvar hayvanlari ile ilgili kilavuz etik kurullar
icerisinde gerceklestirildi. 0., 30., 60., 120., 240. ve 480. dakikalar ¢alisma noktalar
olarak planlandi. Her bir calisma noktasi igin iicer rat kullamldi. Oncelikle ratlarda
migren hastalik modeli olusturulmasi amaciyla kontrol grubu (3 rat) harig tiim ratlara
subkiitan 10 mg/kg gliseril trinitrat uygulandi. Ila¢ formiilasyonlar1 75 pg EH igerecek
sekilde nanopartikiil icerisinde veya ¢ozelti olarak kuyruk veninden veya insiilin
enjektorii ve kantil kullanilarak burundan uygulandi. Burundan uygulama her bir burun
deliginden 50 puL olacak sekilde toplam 100 pL olarak ayarlandi. Uygulama sirasinda
ratlar sirtlarindan egimli bir sekilde tutuldu (Resim 3.1). Ratlar her bir caligma
noktasinda yiiksek dozda ketamin ve daha sonra servikal dislokasyon uygulanarak
sakrifikasyon islemi uygulandi. Kanlar kardiyak olarak alinmistir ve daha sonra rat
beyinleri dikkatlice ¢ikartilmistir. Cikartilan beyinler % 0.9 NaCl c¢ozeltisi ile
yikanarak iizerine yapismis doku ve diger sivilarin ortamdan uzaklastiriimasi saglandi.
Her bir beyin tartildi. Beyinlerin TNC kisimlarindan 50 mg tartildi ve RNA 6l¢iimleri

i¢in ayrildi. Tiim numuneler ¢calisma zamanina kadar -40 °C’de sakland.

3.4.1. Farmakokinetik Calismalar

Elde edilen kan numuneleri heparinlenmis tiiplere aktarildiktan sonra 10000
rpm’ de 4°C’ de 15 dakika santrifiijlendi. Elde edilen plazmadan 200 puL eppendorf
tiiplere alindi. Plazma tizerine 400 pL asetonitril, 200 uL metanol ve 200 pL distile su
( i¢ standart iceren) eklendi. 10000 rpm’ de 4°C’ de 15 dakika santrifiijlendi.
Siipernatan filtreden siiziilerek YPSK flakonuna alindi ve kandaki EH miktar1 LC/MS

yontemi kullanilarak hesaplandi.

Beyin dokular1 kontrollii olarak oda sicakligina getirildikten sonra cerrahi bir
makasla uygun boyutu alinmis ve deney tiiplerine alindi. Tiiplere 1:2 a/a oraninda su
eklenerek dokular 6000 devirde 60 saniye homojenize edildi. Elde edilen

homojenizattan 200 pL eppendorf tiiplere alindi. Homojenizat tizerine 400 pL

2 * In vivo calismalar SBU Giilhane Hayvan Deneyleri laboratuvarinda yapilmustir.
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asetonitril, 200 pL metanol ve 200 pL distile su ( i¢ standart sumatriptan igeren)
eklendi. Tiipler 10000 rpm’ de 4°C” de 15 dakika santrifiijlendi. Siipernatan filtreden
siizilerek YPSK viyaline alindi ve beyne gecen EH miktari1 LC/MS yontemi
kullanilarak hesaplandi.

Resim 3.1. Ratlara ila¢ uygulanmasi
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Formiilasyonlarin farmakokinetik parametreleri Microsoft Excel yazilimi
PKSolver eklentisi kullanilarak gerceklestirildi (145). EH’nin en yiliksek plazma
derisimi (Cmax) ve en yiiksek plazma derisimine ulasilmasi i¢in gegen zaman (tmax)
plazma profili gozlemlenerek 6l¢iildii. EH’nin her bir uygulama sonrasi beyne ilag
hedefleme etkinligi (IHE) Esitlik 5 formiilii kullanilarak hesaplanmistir. BHI> nin
yiiksek olmas1 daha iyi bir hedeflendirmenin gostergesidir (146).

Beyne ilag hedefleme etkinligi, ila¢ hedefleme etkinligi (IHE) olarak da bilinir.
Zamanla beyne gecen madde oranini gosterir ve Estlik 6’ daki gibi hesaplanir:
(AUC(i.?”L.beyin))
%IHE = o x100 Esitlik 5
( AUC(i.v.kan) )
Burundan beyne dogrudan ilag tasinma yiizdesi (ITY) ise asagidaki sekilde

hesaplanir.

%ITY = %xmo Esitlik 6

Bx = (B(i.v.)/P(i.v.) )x P(i.n.)

Bx : intranazal uygulama sonrasi sistemik dolagimdan kan beyin engeli lizerinden elde
edilen beyin AUC orani, Bi.v.: intravendz uygulama sonrasi elde edilen AUCbeyin
degeri, Pi.v.: intravendz uygulama sonrasi elde edilen AUCkan degeri, Bi.n.:
intranazal uygulama sonrasi elde edilen AUC beyin degeri, Pi.n.: intranazal uygulama

sonrast elde edilen AUC kan degeri (147).

3.4.2. Etkinlik Calismalar1®

Migren hastaliginda goriilen bas agrilar1 ve diger belirtilerin tespitinde
gelistirilen modeller, migren etki mekanizmasinin aydinlatilmasiyla anlagilmistir. Bu
modellerin ilkinin genel prensibi trigemino servikal etkilesimlerin modellenmesi ve
trigemino vaskiiler sistemdeki enflamatuvar aktivasyondur. ikincisi ise nosiseptif
sistem pargalarinin nérojenik dural vazodilatasyon ve merkezi kontrol mekanizmalarin
elektrofizyolojik caligsmalar ile gosterilmesidir. Son olarak bazi 6zel anatomik ve

fonksiyonel yapilarin 6zel model molekiiler biyoloji teknikleri ile olgiilmesi de

3 * Etkinlik ¢alismalar1 Giilhane Egt. Ars.Hst. Genetik AD. laboratuvarinda yapilmistir.
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gelistirilen modeller arasindadir (148). Bu nedenle ¢alismamizda ¢ fos mRNA ve P

maddesi miktarlar Sl¢iilmiistiir.

3.4.2.1. RNA Izolasyonu

Rat beyinlerinden ¢ fos mRNA ve P maddesi 6l¢iimiinde kullanilacak kisimlar
almarak RNASave® ¢ozeltisi igerisine iireticinin dnerileri dogrultusunda konuldu -
80°C’de saklandi. Beyinlerin trigeminal nucleus caudalis (TNC) kisimlarindan alinan
50 mg’lik kisimlar rotor-stator homojenizatér kullanilarak 60 s homojenize edildi.
Daha sonra proteinaz K eklenerek 56°C’de 220 rpm’ de 30 dk calkalayici igerisinde
inkiibasyona birakild1. Lizat filtreli tiiplere alind1. 13000 g’de 30 saniye santrifiijlendi.
Stiziintii atildi. Filtre tizerinde kalan kisma 90 pLL DNase inkiibasyon tamponu ve 10
uL calisma cozeltisi eklendi. 15 dk. oda sicakliginda beklendi. 500 pL yikama
tamponu I eklendi. 8000 g’ de 15 saniye santrifiijlendi. Siiziintii atild1. 500 pL yikama
cozeltisi Il eklendi. 8000 g’ de 15 saniye santrifiijlendi. Siiziintii atildi. 300 pL yikama
cozeltisi II eklendi. 13000 g’ de 2 dakika santrifiijlendi. Siiziintii atildi. 100 pL eliisyon
tamponu eklendi. 8000 g’ de 1 dakika santrifijjlendi. Saf toplam RNA miktar1 ve
saglikl bir sekilde elde edilip edilmedigi spektrofotometrik olarak incelendi.

3.4.2.2.c fos mRNA ve P Maddesi Geni Ekspresyon Ol¢iimii

Spektrofotometrik olarak belirlenen toplam RNA’ lardan genomik DNA
eliminasyonu ve cDNA sentezi Transcriptor High Fidelty® cDNA sentez kiti
kullanilarak {iireticinin Onerileri dogrultusunda gergeklestirildi. 50 ng total RNA
lizerine Random Hexamer Primer®, 600 pmol/uL’ den eklenerek son hacim 11.4
uL’ye getirildi. 10 dakika 65 °C’ de inkiibasyona birakildi. Buz i¢inde sogutuldu.
Uzerine dNTPs, DTT, Reverse Transcriptase® eklendi ve bu hazirlanan karisim 30

dakika 55°C’ de ve 5 dakika 85 °C’ de inkiibasyona birakild:.

RNA 6l¢iimii i¢in cDNA elde edilen karisimlar buz igerisinde uygun tiiplere
alind1. Uzerine 4 uL PCR Kkalite su, 10 uL Light Cycler 480 Probes Master® ve 1 uL
RealTime ready Assay® eklendi. Folyo ile kapatildi. 2 dakika 1500 g’ de santrifiijlendi.
Daha sonra PCR ile dlgiimler yapildi.
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PCR olgiimlerinde ¢ fos mRNA icin “GAAGGGGCAAAGTAGAGCAG”
forward ve “CAGCTCCCTCCTCCGATT” reverse, P maddesi Olgiimi ig¢in
“AGCCTCAGCAGTTCTTTGGA” forward ve “TCTGACCATGCCCATAAAGA”

reverse dizileri incelenmistir.

Ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi amaciyla referans gen olarak ACTB
(Beta-Actin) secildi. Reaksiyonlar iireticinin asagida belirtilen protokoliine bagl
kalinarak ¢ tekrar olacak sekilde planlandi. Miktar tayini icin AACt ydntemi
kullanildi.

Asagida verilen PCR protokolii kullanildi.
e Pre-inkiibasyon

—-95°C 10 dakika

e Amplifikasyon
—95°C 10 saniye

—60°C 30 saniye 5 siklus
—72°C 1 saniye

e Sogutma

—40°C 30 saniye
Gen ekspresyonu Esitlik 7° de bulunan formiiller yardimiyla hesaplanmastir.
ACT = CT (hedef gen) — CT (referans gen) Esitlik 7
AACT = ACT (hedef 6rnek) — ACT (referans 6rnek)
Exp = 2-24CT

3.5. Istatistiksel Analizler
Tiim istatistiksel analizler, GraphPad Prism 6 yazilimi kullanilarak tek veya

cok yonlii varyans analizi ile degerlendirildi (P < 0.05).
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BULGULAR

4.1. Etken Maddeye Ait Bulgular

4.1.1. Etken Maddenin Ultraviyole (UV) Spektrumu
200-400 nm arast dalga boyunda taranan EH’nin 3 pg/mL derisimde,
maksimum absorbans(0,29) gosterdigi dalga boyu 225 nm olarak bulundu. S6z konusu
UV-spektrumu Sekil 4.1°de gosterilmistir.
Absorbans
0454
0.40 1
0.38
0,304
0.2% ~
0.20
0.15%
0.10
0.08

0.00-% e ——

200 250 00 140 100

Dalga Boyu

Sekil 4.1. Eletriptan hidrobromiiriin dalga boyu taramasiyla elde edilen UV-
spektrumu

4.1.2. Etken Maddenin Infrared (FT-IR) Spektrumu
Yontem 2.1.2. bolimiinde belirtildigi sekilde etken maddenin infrared

spektrumu Sekil 4.2°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.2. Eletriptan hidrombromiiriin FT-IR spektrumu (%T: %transmittans, cm™':
Dalga Sayisi)

4.1.3. Etken Maddenin Erime Derecesinin Tayini
Erime noktasi tayin cihazinda yapilan analizde Eletriptan Hidrobromiiriin

erime derecesinin 170 £1°C oldugu saptandi.

4.1.4. Etken Maddenin Termal Analizi
Yontem 2.1.4. boliimiinde belirtilen sekilde yapilan ¢alisma sonucu elde edilen

Eletriptan Hidrobromiiriin termal analiz grafigi Sekil 4.3°te gdsterilmistir.

Is1 AKIgHMW)

Sicakhik °C

Sekil 4.3. Eletriptan hidrobromiir termal analiz grafigi



64

4.1.5. Eletriptan Hidrobromiiriin Yiiksek Performansh Sivi

Kromatografisi (YPSK) ile Miktar Tayini Yontem Validasyonu

4.1.5.1. Dogrusallik
Eletriptan Hidrobromiiriin bidistile su igerisinde elde edilen kalibrasyon
dogrusu ve denklemi Sekil 4.4’te gosterilmistir. Her nokta i¢in 3 degerin ortalamasi

kullanilmis, her 6rnek 3 defa okunmustur.

3500
3000
y =3084,8x - 3,738
r?=0,9999
2500

2000

Alan

1500

1000

500

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Derisim (pug/mL)

Sekil 4.4. Eletriptan hidrobromiiriin distile suda YPSK kalibrasyon dogrusu ve
denklemi (y: YPSK ile elde edilen pik alani, x: Derisim (ug/mL) r*: Determinasyon
katsayisi)

4.1.5.2. Dogruluk
EH’nin distile suda 3 farkli derisimde hazirlanan ¢ozeltilerinin egri alt1 alan
degerleri okundu. Okunan degerler ve kalibrasyon denkleminde yerine konarak elde

edilen % geri kazanim degerleri Cizelge 4.1° de verilmistir.



Cizelge 4.1. YPSK metodu dogruluk degerleri
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1. 2. 3. 4. 5. 6.
olgiim Olglim Olglim Olglim olgiim Olgim  Ortalama +SS VK
Alan 13,800 13,600 14,100 13,700 13,600 13,900 13,783 0,177 1,285
Derisim 0,004 0,004 0,005 0,004 0,004 0,005 0,004 0,000 1,284
% Geri
Kazanim 89,557 88,261 91,502 88,909 88,261 90,206 89,449 1,149 1,284
Alan 29,300 29,200 29,400 29,300 29,200 29,400 29,300 0,082 0,279
Derisim 0,010 0,009 0,010 0,010 0,009 0,010 0,010 0,000 0,279
% Geri
Kazanim 95,025 94,701 95,349 95,025 94,701 95,349 95,025 0,265 0,279
Alan 73,800 73,700 73,800 74,200 73,400 73,600 73,750 0,243 0,330
Derisim 0,024 0,024 0,024 0,024 0,024 0,024 0,024 0,000 0,330
% Geri
Kazanim 95,712 95,5683 95,712 96,231 95,194 95,453 95,647 0,315 0,330
(n=3)
4.1.5.3. Kesinlik

Hazirlanan EH ¢ozeltisinin, iki ayr1 glinde 225 nm’de YPSK ile verdigi alanlar

Cizelge 4.2°de verilmistir. Cozelti 6 defa degerlendirilmistir.

Cizelge 4.2. YPSK metodu kesinlik degerleri

1. 2. 3. 4. 5. 6.
Olgiim Olgim | olgim | 6lgim | Olgim | dlgim Ortalama +SS VK

Alan 73,800 | 73,700 | 73,800 | 74,200 | 73,400 | 73,600 73,750 0,243 0,330
c Derigim 0,024 0,024 0,024 0,024 0,024 0,024 0,024 0,000 0,330
:(3
- % Geri

Kazanim 95,712 | 95,583 | 95,712 | 96,231 | 95,194 | 95,453 95,647 0,315 0,330

Alan 74,000 | 73,900 | 73,800 | 73,400 | 73,700 | 73,500 73,717 0,211 0,287
c Derisim 0,024 0,024 0,024 0,024 0,024 0,024 0,024 0,000 0,287
8
o % Geri

Kazanim 95,972 | 95,842 | 95,712 | 95,194 | 95,583 | 95,323 95,604 0,274 0,287

(n=6)
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4.1.5.4. Tekrar Elde Edilebilirlik

Hazirlanan, 6 ayr1 EH c¢0Ozeltisinin 225nm’de iki ayrianalist tarafindan

uygulanmasi sonucu YPSK ile verdigi alanlar Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3: YPSK metodu tekrar elde edilebilirlik degerleri

1. 2. 3. 4. 5.
olgiim Olglim Olglim Olglim Olgim | 6. 6lgiim | Ortalama +SS VK

Alan 29,300 | 29,200 | 29,400 | 29,300 | 29,200 | 29,400 29,300 0,082 | 0,279
% Derisim 0,010 0,009 0,010 0,010 0,009 0,010 0,010 0,000 | 0,279
<
- % Geri Kazanim | 95,025 | 94,701 | 95,349 | 95,025 | 94,701 95,349 95,025 0,265 | 0,279

Alan 29,200 | 29,100 | 29,000 | 29,400 | 29,300 | 29,300 29,217 0,134 | 0,460
% Derisim 0,009 0,009 0,009 0,010 0,010 0,010 0,009 0,000 | 0,460
<
A % Geri Kazanim | 37,880 | 37,751 | 37,621 | 38,140 | 38,010 | 38,010 37,902 0,174 | 0,460

(n=6)
4.1.5.5. Ozgiinliik

Kullanilan ¢d6ziiciilerin, polimerlerin, etken maddenin ve yiizey etken

maddelerin enjekte edildiginde ve 1.0mL/dk akista, 25°C kolon firmni sicakliginda, C8

kolon ile EH’nin miktar tayinini etkileyecek bir pik vermedigi gézlenmistir. EH’ nin

Ozgiin piki Sekil 4.5’te gdsterilmistir.

mAu

200

150

100

50

7

0 —ﬁ\ﬁ—%\‘—

-50

dk

Sekil 4.5. YPSK yontemiyle 225 nm’de elde edilen eletriptan hidrobromiir piki
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4.1.5.6. Teshis ve Tayin Siirlan
Ayni1 ortama ait kalibrasyon denklemi kullanilarak LOD degeri 0.28pug/mLve
LOQ degeri 0.86 ug/mL olarak hesaplanmustir.

4.1.6. Eletriptan  Hidrobromiiriin Sivi  Kromatografisi-Kiitle
Spektrometrisi (LC-MS) ile Miktar Tayini Yontem Validasyonu

Yontem boliimiinde belirtilen sartlarda yapilan miktar tayini ¢calismalarina ait
validasyon bulgular1 asagida sunulmustur.

4.1.6.1. Dogrusallik

EH’nin plazma ve beyin igerisinde elde edilen kalibrasyon dogrusu ve
denklemi Sekil 4.6-4.8 ’de gosterilmistir. Her nokta i¢cin 3 degerin ortalamasi

kullanilmis, her 6rnek 3 defa okunmustur.

350000

y=13253x-4544 o
?=0,9988 .-

300000
250000

200000

mAU

150000

100000

50000

0 50 100 150 200 250 300
Derisim (ng/mL)

Sekil 4.6. Eletriptan hidrobromiiriin hiicre kiiltiirii c¢alismalarinda kullanilan
kalibrasyon dogrusu ve denklemi (y: YPSK ile elde edilen pik alani, x: Derisim
(ug/mL) 12: Determinasyon katsayis1)
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mAU

ATl e 4 O ;
Derisimx 100 (ng/mL)

Sekil 4.7. Eletriptan hidrobromiiriin plazmadaki kalibrasyon dogrusu ve denklemi (y
YPSK ile elde edilen pik alani, x: Derisim (ug/mL) r*: Determinasyon katsayisi)

.
;;;;;;

mAlLl

Sekil 4.8. Eletriptan hidrobromiiriin beyindeki kalibrasyon dogrusu ve denklemi (y:
YPSK ile elde edilen pik alani, x: Derisim (ug/mL) t2: Determinasyon katsayis1)
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4.1.6.2. Ozgiinliik

Kullanilan biyolojik ortam ve etken maddelerin enjekte edildiginde ve
1.0mL/dk akista, 25°C kolon firin1 sicakliginda, C18 kolon ile EH nin miktar tayinini
etkileyecek bir pik vermedigi gozlenmistir. EH’nin 06zgiin piki Sekil 4.9°de
gosterilmistir.
40000-

30000-

20000

10000

05 1 15 2 28 3 35 min

Sekil 4.9. LC-MS yontemi ile elde edilen eletriptan hidrobromiir piki

4.1.6.3. Teshis ve Tayin Siirlan

Ayni1 ortama ait kalibrasyon denklemi kullanilarak in vitro yonteme ait LOD
degeri 0.12 ng/mL ve LOQ degeri 0.38ng/mL; plazma yontemine ait LOD degeri 0.48
ng/mL ve LOQ degeri 1.47 ng/mL; beyin homojenizati yontemine ait LOD degeri 0.18
ng/mL ve LOQ degeri 0.55 ng/mL olarak hesaplanmaistir.

4.1.7. Etken Maddeye Ait Organik/Su Fazi1 Dagilim Caliymalari
10 mg EH’nin 8§ mL su/2 mL diklorometan igerisine karistirilmasi sonucu su

fazindaki EH miktar1 9.28 & 0.34 mg olarak tespit edilmistir.
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4.2. PolimerikNanopartikiillerin Hazirlanmasi

Polimerik nanopartikiiller hazirlanirken, PLGA polimeri

emiilsiyon olusturma ¢6ziicli ugurma yonteminden faydalanildi. Bu amagla EH’ nin

hem Y/S hem de S/Y/S emiilsiyonlar1 hazirlanarak 6zellikleri incelendi.

4.2.1. Y/S Emiilsiyon Olusturma Coéziicii Ucurma Yontemi

D-Optimal tasarim ile belirlenen parametrelerle Y/S emiilsiyon olusturma
¢Oziicii ugurma yontemiyle elde edilen partikiillerin biiyiikliikleri ve polidispersite
indeksi Cizelge 4.5 de belirtilmistir. Elde edilen sonuglara gore belirlenen polimer,
etken madde ve yiizey etken madde derisimleri ile sonikasyon zaman ve enerjisinin

partikiil biiyiikliigii ve polidispersite indeksi iizerine etkilerinin istatistik sonuglari

Cizelge 4.4,S¢kil 4.10-4.13’de verilmistir.

Cizelge 4.4: D-Optimal tasarim ANOVA sonuglar1

kullanilarak

Partikul Boyutu (Model: 2FI) PDI (Model: Linear)
Sum of Mean B p-value Sum of Mean F p-value
Squares df Square Value Squares df Square _ Value
Model 1131361.54 15 75424.10 9.84 <0.0001 0.3800 5 0.0760 3.24 0.0204
X1-PLGA Kons. 47107.51 1 47107.51 6.14 0.0240 0.0250 1 0.0250 1.06 0.3120
X2-PVA Kons. 32755.52 1 32755.52 4.27 0.0543 0.0870 1 0.0870 3.71 0.0647
X3-EH Kons. 10037.22 1 10037.22 1.31 0.2684 0.0018 1 0.0018 0.078 0.7821
X4-Sonikasyon Enerji 398801.18 1 398801.18 52.01 <0.0001 0.1800 1 0.1800 7.85 0.0093
X5- Sonikasyon Zamani 294744.64 1 294744.64 38.44 <0.0001 0.0740 1 0.0740 3.14 0.0874
X1*X2 4925.89 1 4925.89 0.64 0.4339
X1*X3 8372.15 1 8372.15 1.09 0.3107
X1*X4 51.05 1 51.05 0.01 0.9359
X1*X5 8970.89 1 8970.89 117 0.2945
X2*X3 5379.52 1 5379.52 0.70 0.4139
X2*X4 7635.41 1 7635.41 1.00 0.3323
X2*X5 8285.72 1 8285.72 1.08 0.3131
X3*X4 24577.81 1 24577.81 3.21 0.0912
X3*X5 27055.71 1 27055.71 3.53 0.0776
X4*X5 241119.46 1 241119.46 31.44 < 0.0001
Residual 130362.84 17 7668.40 0.6300 27 0.0230
Lack of Fit 12297217 13 9459.40 5.12 0.0635 0.5900 23 0.0260 2.62 0.1808
Pure Error 7390.67 4 1847.67 0.0390 4 0.0098

Cor Total 126172438 32 1.0100 32




Cizelge 4.5. S/Y emiilsiyon olusturma ¢dziicii ugurma yontemiyle elde edilen

partikiillerin biiytikliikleri ve polidispersite indeksleri
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X1:PLGA  X2:PVA X3:EH  X4: Sonikasyon X5:Sonikasyon Y1: Z-Ave

(mg) (%) (mg) Enerijisi (W) Zamani(sn) (nm) Y2: PDI
1 75.00 1.00 15.00 30.00 60.00 438.7+270.7 0.381
2 75.00 5.00 5.00 70.00 30.00 411.6+£195.9 0.227
3 75.00 5.00 15.00 30.00 30.00 316.8+124.2 0.154
4 75.00 1.00 5.00 70.00 30.00 605.4+372.0 0.377
5 25.00 1.00 5.00 30.00 30.00 265.6+137.1 0.266
6 25.00 5.00 15.00 30.00 60.00 233.1£129.2 0.307
7 25.00 1.00 5.00 30.00 90.00 289.7+141.8 0.241
8 75.00 1.00 10.00 30.00 30.00 418.1461.0 0.021
9 25.00 1.00 5.00 70.00 30.00 312.1+88.0 0.080
10 75.00 1.00 5.00 50.00 90.00 544.8+384.1 0.497
11 75.00 1.00 15.00 30.00 60.00 324.5+113.6 0.122
12 75.00 5.00 5.00 70.00 90.00 607.8+211.5 0.121
13 25.00 5.00 5.00 30.00 30.00 299.6+142.9 0.228
14 25.00 5.00 5.00 50.00 90.00 390.7£177.0 0.205
15 50.00 3.00 12.50 50.00 60.00 454.0£205.9 0.218
16 25.00 1.00 15.00 70.00 30.00 419.1£281.6 0.452
17 50.00 3.00 12.50 50.00 60.00 426.6+193.7 0.206
18 50.00 5.00 15.00 30.00 90.00 289.8+53.6 0.034
19 75.00 5.00 15.00 70.00 90.00 872.5+411.8 0.223
20 75.00 5.00 10.00 30.00 90.00 412.8461.1 0.022
21 50.00 5.00 5.00 30.00 90.00 352.9+122.8 0.121
22 50.00 1.00 5.00 70.00 90.00 877.1£761.3 0.753
23 75.00 3.00 15.00 70.00 30.00 384.7+210.4 0.299
24 25.00 1.00 15.00 70.00 90.00 788.5+500.7 0.403
25 75.00 3.00 5.00 30.00 30.00 372.7£146.5 0.154
26 25.00 5.00 15.00 70.00 30.00 309.0+91.5 0.088
27 25.00 1.00 15.00 30.00 30.00 317.1£108.8 0.118
28 25.00 5.00 15.00 70.00 90.00 1029.6+898 0.762
29 75.00 5.00 15.00 30.00 30.00 289.0+87.6 0.092
30 50.00 1.00 15.00 30.00 90.00 331.0£170.4 0.265
31 25.00 5.00 5.00 30.00 30.00 284.9+110.2 0.150
32 25.00 5.00 5.00 70.00 60.00 360.8+£193.7 0.288
33 25.00 5.00 15.00 50.00 30.00 217.3£106.7 0.241




72

Partikiil Boyutu (nm)

< -:E-*-\--\"-\-\. -F"ﬂf';..-
Sonikasyon e " Sonikasyon
Sdresi(sn) e it Enerjisi (W)

Sekil 4.11. Sonikasyon zamani1 ve sonikasyon enerjisinin partikiil biiyiikligii {izerine
etkisi
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Sekil 4.12. Polimer ve stabilizan oraninin polidispersite indeksi tizerine etkisi

P

0782
002

]

&
Sonikasyon  .-* : e —ma .
Stiresi(sn B e )

e . Sonikasyon
Enerjisi [W)

Sekil 4.13. Sonikasyon zamani1 ve sonikasyon enerjisinin polidispersite indeksi
iizerine etkisi
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4.2.2. S/Y/S Emiilsiyon Olusturma Coziicii Ucurma Yontemi

Cizelge

3.2°de

deney parametreleri

verilen

yontemle

hazirlanan

nanopartikiillerde farkli islem parametrelerinin partikiil tizerindeki etkileri asagida

incelenmistir.

4.2.2.1. Etken Madde, Polimer, Stabilizan Derisiminin Nanopartikiil

Uzerine Etkileri

EH, PLGA ve stabilizan olarak kullanilan PVA’ nin farkli derisimlerinin

partikiil biiytikliigii, polidispersite indeksi ve etken madde enkapsiilasyon etkinligi

tizerine etkileri Cizelge 4.6’da ve Sekil 4.14° te gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Etken madde, polimerve stabilizan derisiminin nanopartikiil tizerine

etkileri
) . 2 § NS &
2 § g S ; S "E% 8 Pr(thg")"y' PDI % EE IZ;f:ttal
» ax = o Az 3 (mV)
F1 90 1 _1 1 7 244 3+28,1 0,110+£0,050 43,89+7,34 -4,57+0,4
F2 60 1 1 1 7 211.2426.0 0.140+0.021 46,12+5,42 -4,14+0,6
F3 90 5 3 3 7 167.6+18.1 0.120+0.013  45,4046,11 -5,30+0,7
F4 90 1 3 3 7 168.4+11.4 0.061£0.008 43,24+5,19 -0,42+0,3
F5 60 1 3 1 7 178.2+12.5 0.166+0.010 46,84+7,49 -1,90+0,6
F6 90 1 1 3 7 201.5+13.6 0.014+0.004 47,0246,28 -0,54+0,2

(n=3)
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*Partikiil Biiyiikliigii igin F1 ile tiim gruplar arasi ve segili gruplar igin fark anlamlidir (p<0.05)

Sekil 4.14. Formiilasyon parametrelerinin partikiil biiylikliigii, zeta potansiyel, %

enkapsiilasyon etkinligi ve polidispersite indeksi lizerine etkileri

4.2.2.2. Su Faz1 pH Degerinin Nanopartikiil Yiikleme Etkinligi Uzerine

Etkisi

90 mg PLGA, 3 mg Eletriptan Hidrobromdir, %1 i¢ su fazi ve %1 dis su fazinda
PVA oranlan kullanilarak asitik, n6tr ve bazik olarak secilen 3 farkli pH degerinin
(5.6, 7, 9.6) nanopartikiillere Eletriptan Hidrobromiir yiiklenmesi iizerine etkisi Sekil
4.15° de gosterilmistir.
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* Diger gruplarla fark anlamhdir. (p<0.05)

Sekil 4.15. Su faz1 pH degerinin nanopartikiil % enkapsiilasyon etkinligi {izerine
etkisi

4.2.2.3. Yiizey Etken Maddenin Enkapsiilasyon Etkinligi Uzerine Etkisi

90 mg PLGA, 1 mg Eletriptan Hidrobromiir, dis su fazinda %1 PVA ve i¢ su
fazinda farkli yiizey etken maddeler kullanilarak nanopartikiillere Eletriptan
Hidrobromiir yiiklenmesi lizerine etkileri incelenmis ve sonuglar Sekil 4.16-17’de

sunulmustur.
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Sekil 4.16. Yiizey etkenmaddenin nanopartikiil partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve
polidispersite indeksi {izerine etkisi
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Sekil 4.17.Yiizey etkenmaddenin nanopartikiil enkapsiilasyon ve yiikleme 6zellikleri

uzerine etkisi
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4.3. Nanopartikiil Ozellikleri

4.3.1. DTK Analizi

Etken madde ve kullanilan yardimci maddelere ait termogramlar Sekil 4.18°
de, hazirlanan nanopartikiillere ait termogramlar ise Sekil 4.19” da gosterilmistir.

= il  — — iy _—
j PLGA
] EH
A PVA
" Pluronik F68
. Sodyum Kolat

P ey

Sekil 4.18. Kullanilan etken madde ve yardimci maddelere ait DTK termogramlari.
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Sekil 4.19. Farkli YEM ve stabilizanlar ile hazirlanan nanopartikiillerin DTK
termogramlari
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4.3.2. FT-IR Analizi

Etken madde ve kullanilan yardimci maddelere ait FT-IR spektrumlar1 Sekil
4.20-23 te, hazirlanan naopartikiillere ait spektrumlar ise Sekil 4.24-27° de
gosterilmistir.

e
L

"

Sekil 4.20. PVA min FT-IR spektrumu (%T: Transmittans, cm™': Dalga Sayisi)

T

Sekil 4.21. PLGA nin FT-IR spektrumu (%T: Transmittans, cm™': Dalga Sayis1)
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Sekil 4.22. Sodyum Kolatin FT-IR spektrumu (%T: Transmittans, cm™': Dalga
Sayis1)
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Sekil 4.23. Pluronik F 68’ in FT-IR spektrumu (%T: Transmittans, cm™: Dalga
Sayis1)
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Sekil 4.24. PVA-NP’ in FT-IR spektrumu (%T: Transmittans, cm™': Dalga Sayis1)

Sekil 4.25. SS-NP’ in FT-IR spektrumu (%T: Transmittans, cm™: Dalga Says1)



Sekil 4.26. F68-NP’ in FT-IR spektrumu (%T: Transmittans, cm™': Dalga Sayis1)

Sekil 4.27. SK-NP’ nin FT-IR spektrumu (%T: Transmittans, cm™': Dalga Sayisi)

83



84

4.3.3. Elektron Mikroskobu Analizi

Yiizey karakterizasyonu amaciyla goriintiilenen partikiiller ve bu partikiillere
ait PCS sonuglar1 Sekil 4.28°de gdsterilmistir.

PCS Sonuclari SEM Gorintuleri

-

Sa—

¢)

Sekil 4.28. Hazirlanan partikiillerin PCS sonuglar1 ve SEM goriintiileri
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4.4. In Vitro Salim Calismalari

Calkalayicida, 30 salinim/dk’da karistirilarak. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 12, 24, 28, 36.
saatlerde alinan 6rnekler sonucu elde edilen in vitro salim grafikleri Sekil 4.29°da
gosterilmistir. In vitro salim sonuglar1 kulanilarak hesaplanan salim kinetik sonug

degerleri Sekil 4.30-33 ve Cizelge 4.7 de gosterilmistir.

1004

@ PVA-NP
% SS-NP

% Salim

20- '§ FGB‘HP

1 SK-NP

8 16 24 40
Zaman (sa)

Sekil 4.29: Farkli yiizey etken maddelerin Eletriptan Hidrobromiir-PLGA
nanopartikiillerinin salim1 iizerine etkisi
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Birinci Derece (r*=0,1114) Hixson Crowell (r*= 0,3423)

i

=i

Korsmeyer-Peppas (1= 0,9940) Higuchi (r= 0,4252)

Sekil 4.30. PVA-NP formiilasyonunun salim kinetik grafikleri
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Weibull (2= 0,9987)
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Higuchi (r= 0,5154)

Sekil 4.31. SS-NP formiilasyonunun salim kinetik grafikleri
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Sekil 4.32. Pluronik F68-NP formiilasyonunun salim kinetik grafikleri
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Sekil 4.33. SK-NP formiilasyonunun salim kinetik grafikleri



Cizelge 4.7. Formiilasyonlarin salim kinetik parametreleri

Kinetik

Esitlik

Parametreler

Formulasyon

PVA-NP SS-NP F68-NP SK-NP
P 0,6762 0,7629 0,6437 0,8408
gg;‘g’;g' F=kt+F, k 3,24 x 102 2,92 x 102 2,93 x 102 3,11 x 102
“RMSE 14,2 10,3 13,8 8,58
Birin P 0,1114 0,1118 0,1046 0,1233
Dorons F = Fyekt k 1,004 1,004 1,004 1,004
“RMSE 212 181 206 175
= 0,9940 0,9938 0,9915 0,9965
Korsmeyer f—— k 2,06 x 10" 1,84 x 10 2,28 x 10" 1,49 x 10
Peppas = n 9,21 x 10" 9,15 x 10" 9,23 x 10" 9,10 x 10"
“RMSE 56,7 47,4 68,2 31,1
N = 0,9991 0,9987 0,9980 0,9994
Weibul _ a 1,17 x 102 1,43 x 102 1,01 x 102 1,87 x 102
=1—exp l b 0,761 0,754 0,764 0,747
"RMSE 6,66 7,59 9,04 5,06
Hison P 0,3423 0,3597 0,2812 0,4585
_ sk 1,06 x 103 1,02 x 10°3 0,95 x 10 1,16 x 103
Crowel E 20,1 15,4 19,2 13,7
= 0,4252 0,5154 0,7701 0,9347
Higuchi F = kvt k 0,938 0,821 0,510 0,510
“RMSE 36,0 30,1 37,0 27,5

*RMSE: Ortalama Hata Kareleri Koku
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4.5. Hiicre Kiiltiirii Cahismalar:

4.5.1. MTT Yontemi Ile Hiicre Canlihginin Belirlenmesi

CaCo2 hiicre hatt1 kullanilarak yontem boliimiinde belirtilen sekilde yapilan,
PVA, SS,SK, F68 YEM ve stabilizanlar1 kullanilarak hazirlanan EH igeren
nanopartikiil yapilari, etken madde (EH), PV A stabilizani igeren bos nanopartikiillere
ait hiicre canlilig1 sonuglar1 Sekil 4.34’te gosterilmistir.

=
i
N

—
o
'

Hucre Canlihgr (x100)
o
(S, ]

S
o
L

o

F & & &

& &

& 2

v 9
Formiilasyon

1. Tim gruplardan fark anlamlidir (p<0.05)

2 . Secilen gruplar arasi fark anlamhidir (p<0.05)

Y 2 & &
QA 9 Q(° %)

Sekil 4.34. Yiizey etkenmaddenin hiicresel canlilik lizerine etkileri
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4.5.2. Eletriptan Hidrobromiir veya Eletriptan HidrobromiirYiiklii
Nanopartikiillerin P-gp ile Etkilesimlerinin Incelenmesi

CaCo2 hiicre hatt1 kullanilarak yontem boliimiinde belirtilen sekilde yapilan,
PVA, SS,SK, F68 YEM ve stabilizanlar1 kullanilarak hazirlanan EH iceren

nanopartikiil yapilarinin ve EH c¢ozeltisinin (Eletriptan) P-gp etkilesimlerine ait
sonuglar Sekil 4.35’te gosterilmistir.

100
90
80
70
60
50

40

Hucre ici EH miktari (%)

30

20

10

0 20 40 60 80 100 120 140
Zaman (Dakika)

—8—SS5-NP  —@—F68-NP SK-NP PVA-NP —@—ELETRIPTAN

Sekil 4.35. Stabilizan Yiizey etkenmaddenin hiicresel canlilik {izerine etkileri
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4.6. Stabilitenin Incelenmesi
Bolim 3.3° te belirtilen sekilde farkli sicaklik degerleri temel alinarak

gergeklestirilen On stabilite ¢alismalarina yonelik elde edilen bulgulardan baslangig, 1.
ay ve 3. ay’ daki partikiil biiyiikliigii, etken madde miktar1 ve polidispersite indeksi
sonuclar1 Cizelge 4.8 de, partikiil siispansiyonunun 24 saat 37°C” de bekletilmesi

sonucu elde edilen partikiil biliylikliigii ve polidispersite indeksi sonuglar1 Sekil 4.36’

da gosterilmistir.

Cizelge 4.8 Baslangig, 1. ay ve 3. aydaki partikiil biiyiikliigii, etken madde miktari ve
polidispersite indeksi sonuglar1

Sicakhk 25°C 4°C -20°C
o o o
(=] (o] (=]
E 2| 2| 5 || T 5§ |T| <
‘7'3\ - ™ T‘G" - ™ (7'3\ - ™
m o m
Zaman
PDI 0,02 | 0,66 | 2,30 0,02 0,30 | 0,35* | 0,02 0,04 | 0,05
Part.Boyutu
(nm) 231 605 2851* | 231 345 | 434* | 231 234 | 238
Etken Madde
Miktar (%) 100 99,40 100 98,28 100 98.66

(* Fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05))

0,25
0,2
0,15

0,1

Baslangi¢ 24 saat 37 derece

EPDI m®Part.Boyutu (um)

Sekil 4.36. Partikiil siispansiyonunun 24 saat 37°C” de bekletilmesi sonucu elde
edilen partikiil biiyiikliigii ve polidispersite indeksi sonuglar1
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4.7. In Vivo Cahismalar

4.7.1. Farmakokinetik Calismalar

EH yiiklii nanopartikiil veya EH ¢ozelti formiilasyonlarinin yontem boliimiinde
belirtildigi sekilde ratlara burundan veya kuyruk arterinden uygulanmasi sonucu 0.,
30., 60., 120., 240. ve 480. dakikalarda alinan kan 6rneklerinden gerceklestirilen kan
Ol¢timleri Sekil 4.37°de; ayn1 zaman degerinde ratlar sakrifiye edildikten sonra ratlarda
cikartilan beyin dokularinin homojenize edilmesiyle elde edilen Olgiimler Sekil
4.38’de verilmistir. Ayrica bu dlgiimler sonucu yontem boliimiinde verilen sekilde
yazilim vasitasiyla hesaplanan ratlarda bu dért uygulamaya ait elde edilen IHE ve iTY

degerleri Cizelge 4.9, farmakokinetik parametrelere ait sonuglar Cizelge 4.10°da

verilmistir.
3000
—@— iv-¢0Oz.
2500
in-¢oz.

2000 iv-np (F1)
TC'] in-np (F1)
By
b
= 1500
£ [
o
@
a

1000

|
500
ANV T
I ]
! i
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Zaman (saat)

Sekil 4.37. Ratlara uygulanan formiilasyonlarin kan derisim-zaman grafikleri
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Sekil 4.38. Ratlara uygulanan formiilasyonlarin beyin derisim-zaman grafikleri

Cizelge 4.9. Cozelti ve NP uygulamasmin IHE ve ITY degerleri

Cozelti | Nanopartikil
% IHE | 206,23 367,57
% ITY 51,51 72,79
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Cizelge 4.10. Eletriptan Hidrobromiir ¢dzeltisi ve nanopartikiillere ait farmakokinetik

parametreler
Cmax (ng/ml)  tmax(sa.) t1/2(sa.) Kel(sa-1) AUC 0-» (ng/ml.sa)
in_EH Beyin 26,02+11,26 0,5 3,63+0,99 0,19+0,08 82,35+32,74*
Kan 1215,56+299,1* 1 1,30+0,04 0,53+0,02 1497,10+199,2*
iv_EH Beyin 26,87+5,61 0,5 1,40£0,19 0,49+0,08 60,01+11,30
Kan 2588,74+274,99 0,5 2,12+0,96 0,62+0,54 4415,43+256,73
in_NP (F1) Beyin 19,89+4,76 1 9,83+3,31  0,07+0,04 100,34£29,13*
Kan 360,31+15,18* 1 1,70£0,21  0,41+0,05 1068,87+79,59*
iv_NP (F1) Beyin 11,12+1,06* 0,5 13,03+2,11 0,21£0,05 42,13+10,92*
Kan 740,44+5,57* 0,5 2,49+0,46  0,28+0,06 1714,18+47,88*

*intravenoz ¢ozelti uygulamasindan fark vardir (p<0.05)

4.7.1. EtKkinlik Calismalar

EH formiilasyonlar1 farelere burundan veya damar yoluyla uygulanmis ve
yontem bdliimiinde agiklanan zaman noktalarinda alinan beynin TNC kisimlarinda ¢

fos mRNA ve P maddesi dl¢timleri yapilmistir. F1 formiilasyonunun damar yoluyla
veilisi (A), F1 formiilasyonunun burundan veilisi (B), EH ¢6zeltisinin damar yoluyla
veilisi (C) ve EH ¢ozeltisinin burundan veilisi (D) sonucu elde edilen PCR verileri
sonucu olusturulan migren modeli i¢in yalnizca gliseril trinitrat uygulanan (migren-
kontrol) ratlardaki 6l¢timlere ait bulgular Sekil 4.39-4.40°da verilmistir.
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Sekil 4.39. c-fos mRNA ekspresyon diizeyleri (p<0.05)
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Bl EH-NP-IV
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1 EH-IN
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Sekil 4.40. P maddesi ekspresyon diizeyleri (p<0.05)
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TARTISMA

Nazal yol uzun siiredir nazal konjestiyon, siniizit ve nazal enfeksiyon gibi
hastaliklar1 tedavi etmekte lokal etki amacl kullanilmakta olup, ilerleyen teknoloji ve
yapilan ¢alismalar diisiik molekiil agirlikli etken maddeler, peptid ve protein
yapilarinin parenteral uygulanmasina alternatif olarak sistemik etki amagl kullanimini
da saglamistir. Giliniimiizde sistemik etkili nazal yolla uygulanan bir¢ok ila¢ klinik

kullanim i¢in onaylanmistir (149).

Ilaglarin beyne tasinmasinda nazal yolun kullanimma dair ¢alismalar énemli
bir sekilde artmistir. Endiistriyel ve akademik calismalarda burundan beyne ilag
uygulamalarindaki bu ilginin temel nedeni, makromolekiillerin % 100’iiniin, kii¢iik
molekiillerin ise % 98’ inin beyne ge¢isine izin verilmeyen kan beyin engeline
ugramadan etken maddelerin beyne geg¢isi saglanmasi, uygulanan etken maddenin
gastrointestinal sisteme ve karacigere ugramadan etkisinin arttirilmasi, 6zellikle agri
kesici ve anti-migren ilaclarmin etki baslangi¢ siiresi hizlandirilmasi ve nazal yol
kullanilarak sistemik yola ait diger yan etkiler ortadan kaldirilmasidir(150). Ozellikle
Anabilim Dali Bagskanligimizda ge¢mis yillarda yapilan tez ¢alismalari incelendiginde
nazal yolun, uygulanan ilaglarin yan etkilerinin azaltilmasi ve agri durumunda
kullanilan ilaglarmn etki baslangi¢ siirelerinin hizlandirilmas: amaciyla kullanildigi
tespit edilmistir. Bu tez calismasinda nazal yol kullanilarak beyne ilag¢ gecisinin

arastirilmasi konusu tezin amaci olarak se¢ilmistir.

Kozlovskaya ve dig. tarafindan yayimlanan bir makalede 1970 yillar1 ile 2014
yillar1 arasinda yapilan nazal yoldan beyne ilag gegisi caligmalar1 incelenmis ve bu
makaleler igerisinden sistemik uygulamayla karsilastirilan c¢alismalar (2346
makaleden 73 adedi) secilerek bircok 06zellik yoniinden birbiri ile kiyaslanmistir.
Taranan makalelerde burundan beyne ilag gegisinin en ¢ok ¢alisildig1 farmakolojik

siiflar sirasiyla norodejeneratif rahatsizliklar, psikiyatrik hastaliklar ve agridir (150).

Burundan beyne ilag gegisi ¢alismalari incelendiginde etken maddenin molekiil
agirhgr ve pH 7.4° deki Log D (su yerine farkli pH degerinde ¢oziicli kullanilarak
hesaplanan dagilim katsayis1) degerlerinin onemli bir rol oynamakta oldugu

gozlemlenmistir. Secilen EH etken maddesi 0.5 log D degeri ile Kozlovskaya ve dig.
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tarafindan taranan makalelerin biiyiik kisminin ¢aligildig: aralikta (MA < 500 g/mol)
oldugu tespit edilmis ve bu fizikokimyasal 6zellikleri ile Eletriptan Hidrobromiiriin
nazal uygulama sonrasi beyne gecisinin arastirilmaya deger oldugu sonucuna

varilmistir(150).

5.1. Etken Maddenin Ozelliklerine Yonelik Bulgularin Degerlendirilmesi
Calismamizda etken madde olarak sec¢ilen EH nin fizikokimyasal 6zellikleri
incelenmis; etken maddenin UV spektrumu tayin edilmis, istenen saflikta oldugunun
belirlenmesi amaciyla FT-IR, erime noktasi ve DTK analizleri yapilmistir. EH’nin
distile suda alinan UV spektrumu bulgular boliimiinde gosterilmistir. Elde edilen UV
spektrumlari incelendiginde maksimum absorbsiyon gosterdigi dalga boyu olarak 225

nm tespit edilmistir. Bu sonug literatiir ile uyumludur (151).

EH’nin FT-IR spektrumu yontem bdliimiinde agiklanan sekilde c¢ekilmis ve
sonuclar bulgular boliimiinde gosterilmistir. Cekilen infrared spektrumu (Sekil 4.2)ile
maddenin agik kimyasal formiilii kiyaslandiginda, etken maddenin acik kimyasal
formiiliinde goriilen belirleyici kimyasal gruplar ifade eden absorbsiyon bantlariin
elde edilen infrared spektrumunda yer aldig1 saptanmistir. Calismada elde edilen 3369,
2949, 2708, 1445, 1342, 1305, 1263, 1149, 1086, 1019, 921, 899, 804, 726, 688, ve
651 cm™ absorbsiyon bantlarinin literatiir ile uyumlu oldugu tespit edilmistir (152).
S6z konusu FT-IR pikinde bulunan titresimler ve bu bantlarin dalga sayilar1 Cizelge

5.1’ de gosterilmistir.

Etken maddenin erime noktasinin tayin edilmesi amaciyla gere¢ ve yontem
kisminda belirtilen sekilde gerceklestirilen analiz sonucunda EH’nin 171 °C’ de eridigi
saptanmustir. Etken maddenin DTK termogrami incelendiginde 170 °C’ de gdzlenen
keskin endotermik pikin etken maddenin erime noktasini ifade ettigi 300 °C’ den
sonraki ekzotermik pikin ise EH dekompozisyonunu gosterdigi saptanmistir. Etken
maddenin erime noktast ve DTK termogrami hakkinda bilgi veren literatiir
incelendiginde EH’nin erime noktasinin 169-186 derece aras1 degistigi ifade edilmistir
(153). Incelenen literatiir 15181nda erime noktas1 ve DTK analizi sonucunda elde edilen
verilerin, kullanilan cihazlarin (erime noktasi tayin ve DTK cihazlar1) 6zelliklerine

bagli olarak belirli bir aralik igerisinde degiskenlik gosterdigi ancak benzer
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termogramlarin  yapilan  arastirmalara ait verilerde de tespit edildigi

belirlenmistir(153).

Cizelge 5.1. Eletriptan Hidrobromiire ait FT-IR titresimleri ve dalga sayilar1

Titresim Tipi Dalga Sayis1
N-H Gerilimi 3369
Alifatik C-H Gerilimi 2949

N'H Gerilimi 2708

C=C Gerilimi 1619
Alifatik C-H Biikiilmesi 1445
0=S=0 Asimetrik Gerilimi 1342, 1305
C-N Gerilimi 1263
0O=S=0 Simetrik Gerilimi 1149
Aromatik C-H Biikiilmesi 804, 736
C-S Gerilimi 688, 651

Secilen analitik yontemin validasyonunun degerlendirilmesi amaciyla
secicilik, dogrusallik ve araligi, dogruluk, kesinlik, teshis ve tayin sinir1 parametreleri
incelenmistir. Se¢ilen yontemin etken maddeye 6zgiinliigiiniin belirlenebilmesi i¢in
formiilasyonda yer alan her bir yardimci maddenin formiilasyonda kullanildiklar
oranlardaki ¢ozeltileri ile etken madde icermeyen nanopartikiil formiilasyonlari
hazirlanmig ve 200- 400 nm dalga boylar arasinda UV spektrumlar1 alinarak etken
maddeye ait spektrumla karsilastirilarak herhangi bir girisimin olmadidi, secilen

analitik yontemin etken maddeye 6zgii oldugu kanitlanmistir.

Analitik  yontemin validasyonuna iligkin olarak yukarida belirtilen
parametrelerden dogrusallik ve aralifinin tespiti i¢in yapilan ¢aligmalar sonucunda
elde edilen veriler incelenmis, etken maddenin kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil
4.4° te verilmistir. Calisilan ortam i¢in gerceklestirilen tayin sonucunda elde edilen

verilerin dogrusalliklarinin 1’ e yakin olusu (0.9999); y ve x degerlerinin ise diisiik
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olusu elde edilen verilerin giivenilirligini ve dogrusal bir iliskinin varligini

gostermektedir.

Yontemin validasyonuna dair incelenen diger parametreler ise dogruluk ve
kesinliktir. Dogrulugun ve kesinligin tespiti i¢in elde edilen veriler Cizelge 4.1 ve
Cizelge 4.2’ de verilmistir. Calisilan ortam i¢in gergeklestirilen tayin sonucunda
bulunan veriler varyasyon katsayisi degerinin % 2’ den kiiclik olma sartina gore
yorumlanmig ve calisilan ortam i¢in dogruluk kanitlanmistir [123]. Kesinlik,
tekrarlanabilirlik degerlerinin varyasyon katsayisi degerinin % 2’ den kiiciik olma
sartina gore yorumlanmis ve calisilan ortam igin tekrarlanabilirligin saglandigi tespit
edilmistir. Tekrar elde edilebilirligin tespiti i¢in farkli analistlere ait veriler Cizelge
4.3’ te verilmistir. Her bir analist i¢in elde edilen 6 6l¢iime ait verilerin varyasyon
katsayist degerinin % 2’ den kiiciik olma sartina gore yorumlanmis ve tekrar elde

edilebilirlik kanitlanmistir[123].

Gergeklestirilen analitik validasyon c¢alismalari sonucunda, yOntemin
dogrusalligl, dogrulugu ve kesinligi ispatlanmistir. Son olarak etken maddenin
calisilan ortam igerisinde teshis ve tayin sinirlar1 da gere¢ ve yontem boliimiinde
belirtilen ilgili denklemler yardimiyla hesaplandiktan sonra elde edilen veriler Bolim
4.1.5.6° da verilmistir. Bir analitik yontemin teshis sinir1 (LOD), ilgili deneysel
yontem kullanildiginda 6rnek igerisinde izlenebilecek en kiigiik analit miktaridir [123].
Etken maddenin ¢aligma ortami i¢in LOD degeri 0.28ug/mL olarak saptanmustir.
Y 6ntemin tayin sinir1 (LOQ) ise ilgili deneysel yontem kullanildiginda kabul edilebilir
dogruluk ve kesinlik ile etken maddenin Olgiilebilecek en diisiik miktaridir [123].
EH’nin ¢alisma ortami i¢in LOQ degeri 0.86 pg/mL olarak saptanmistir.

5.2. Formiilasyon Secimi

Beyne ilag gegisi i¢in nazal olarak uygulanan ilaglarin yarisindan fazlasi basit
cozelti formundadir. Ancak yapilan ¢aligmalarda ¢ozelti, jel ve partikiiler sistemler
kiyaslandiginda beyne en yiiksek ila¢ tasinma yiizdeleri partikiiler sistemlerde tespit
edilmistir [136]. Bu nedenle burundan beyne ilag gegisinde siklikla ¢alisilan partikiiler
sistemler kullanilmistir. Diger partikiiler tasiyict sistemlerle kiyaslandiginda en ¢ok
kullanilanlar emiilsiyon ve nanopartikiillerdir (Sekil 5.1.a) (150). Bu caligmalar

incelendiginde 200 nm ve altindaki partikiillerin daha ¢ok emiilsiyon sistemleri oldugu
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tespit edilmistir. Ayrica incelenen literatiirde [136] 250 nm boyutunda higbir ¢aligma
bulunmamasindan dolay1 ¢alismamizda yaklagik 250 nm boyutlarinda partikiillerin

hazirlanmasi hedef alinmistir (Sekil 5.1.b).

a) b)

Emillsiyon
Cozelti

Nanopartikdl

19,5465 ¥ Misel
2,485 Mikropartikl

8 Lipozom

Jel

Partikul 512

Formiilasyon Sayisi

>

SELIS SIS 2SS

Partikiil Boyutu (nm)

Sekil 5.1. Beyne nazal yolla ilag uygulama sekilleri (a) ve uygulanan sistemlerin

partikiil bityiikliikleri (b) (150).

Cesitli hastaliklarin tedavisi icin gelistirilen nanopartikiiler ilag tastyict
sistemlerin tasarimina yonelik calismalarda kullanilan nanopartikiil hazirlama
yontemleri, arastirmanin amacina yonelik olarak degisebilmektedir. Amag kiiciik
boyutlu dar partikiil dagilimina sahip nanopartikiil formiilasyonlarinin gelistirilmesi
ise salting- out veya nanopresipitasyon teknikleri; yiiksek bir enkapsiilasyon etkinligi
elde etmek ise emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma veya emiilsiyon-¢oziicii diflizyon
teknikleri  kullanilmaktadir (154-157). Nanopartikiil hazirlama yonteminin
belirlenmesinde etkili olan diger parametreler ise calismada kullanilacak etken
maddenin molekiil agirligi, sudaki ve ¢esitli organik ¢oziiciilerdeki ¢oziliniirliigii gibi
cesitli fizikokimyasal ve polimerik materyalin organik ¢oziiciilerdeki ¢oziintirlik
Ozellikleridir. EH’ye ait hazirlanan nanopartikiil sistemler incelendiginde bugiine
kadar niozom (158), kati lipid nanopartikiil ve mikroemiilsiyon (159) yapilarinin
hazirlandigiancak bugiine kadar polimerik nanopartikiillerinin hazirlanmadig: tespit

edilmistir.

Emiilsiyon olusturma ¢6zilici ugurma ydntemi, polimerik nanopartikiillerin
hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan yontemlerin basinda gelmektedir. Yag/Su
emiilsiyonu ve ¢oklu emiilsiyonlar farkli emiilsiyon tabanli sistemler olusturulabilir.
Bu yontemin ucuz, tekrarlanabilir ve diisiik miktarlardan biiylik serilere kadar

nanopartikiil hazirlanmasinda kullanilabilir olmasindan dolay1 kullanim alan1 genistir.
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Emiilsiyon olusturma ¢dziicii ugurma yonteminde enerji uygulanmasi amaciyla bir¢ok
cihaz mevcuttur. Manyetik ve mekanik karistiricilar, ultrasonik banyo ve prob
homojenizatorler, yiliksek devirli ve yliksek basingli homojenizatorler bu amacla

kullanilan cihazlardan birkacgidir (160).

Ultrasonik homojenizatorler yiiksek hassasiyet, hizli ve dalgali basing akis ile
tiirbiilans ve kavitasyon etkileri ile biiyiik damlaciklari kiigiik parcaciklara ayirabilirler
(161-164). Ultrasonik problar ucuz ve kolay kullanilabilir olmasi, kiiciik ve biiyiik
hacimlerde ¢caligsma imkani saglamasi nedeniyle nanopartikiil hazirlanmasinda siklikla
kullanilmaktadirlar. Emiilsiyon olusturmak i¢in ultrasonik dalgalar numune {izerine
birka¢ saniyeden birka¢ dakikaya kadar degisen araliklarda uygulanir. Enerjinin
devamli uygulanmasi yliksek miktarda i1sinmaya yol agar ve bu durumlarda kiigiik
patlamalarla (burst) cihaz calistirilir (160). Damlacik boyutu cihazin homojenizasyon
zamani ve enerjisi arttirilarak kii¢tiltiilebilir. Diisiik ve orta dlgekli viskozluga sahip
stvilardan emiilsiyon olusturmada en uygun yontem ultrasonik prob kullanimidir (165,

166)

Olusturulan emiilsiyonlardan ¢oziicii ugurma farkli yontemlerle yapilabilir. Bu
yontemler igerisinden basincin diigiiriilmesi ile organik ¢dziiciiniin ugurulmasi sonucu
atmosfer basincinda ugurmaya gore daha piiriizsiiz ve kiiciik yapili partikiiller elde
edilir. Bircok calismada basincin diisiiriilmesi ile organik ¢6ziicliniin ugurulmasi
sonucu daha yiiksek yiikleme etkinligine sahip partikiiller elde edilmistir (167). Bu
nedenle calismamizda ¢oziicli, geri c¢eviren sogutucu yardimiyla ortamdan

uzaklastirilmistir.

Belirlenen bu kriterler ve parametreler 1s18inda ¢alismamizda hedeflenen
partikiil boyutu ve yiikleme etkinligi ile etken maddenin fizikokimyasal 6zellikleri
gozoniine alindiginda, 250 nm partikiil biiytlikliigl elde edilebilmesi ve yiiksek bir
enkapsiilasyon etkinligi saglayabilmesi agisindan Mottaleb veLamprecht tarafindan
gerceklestirilen  emiilsiyon olusturma ¢oziicii  buharlasgtirma  yontemi ile
formiilasyonlarin hazirlanmasina karar verilmistir (168). Calismamizda polimer olarak
PLGA kullanilmas1 6ngoriilmiistiir. PLGA biyobozunur ve biyouyumlu polimerler
icerisinde ilaglarin kontrollii saliminda en ¢ok kullanilan polimerdir (169). Musumeci

ve dig. tarafindan yapilan bir ¢alismada rodamin yiikli kitosan, PLA ve PLGA
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nanopartikiilleri hazirlanmis ve bu nanopartikiillerin koku bdlgesi hiicreleri tarafindan
emilim Ozellikleri konfokal mikroskop yardimiyla Olglilmiistiir (170). PLGA
nanopartikiillerinin emilimi 1 saat sonunda PLA ve Kitosan nanopartikiillerine gore
daha yiiksek bulunmus ve bu artis 2-4 saat devam etmistir. PLGA kullanilarak
nanopartikiiller etkin bir sekilde hem yag/su hem de su/yag/su emiilsiyon
yontemleriyle hazirlanabilirler (171). Bu amagla EH’nin organik/su fazi1 dagilim
caligmalar1 gergeklestirilmistir. Organik faz olarak PLGA polimerinin etken madde ile
birlikte ¢0Ozilinebildigi ve polimerik nanopartikiil hazirlanmasinda yer alabilen
Diklorometan kullanilmigtir. Yontem kisminda belirtilen ekstraksyon sonucu bolim
4.1.7° te gosterildigi lizere EH’nin biiyiilk kismi su fazinda yer almig ancak bir
boliimiiniin organik fazda yer almasi ve etken maddenin suda ¢6ziiniirliigiiniin organik
fazdaki ¢Oziiniirliigline oranla daha smirli olmasi nedeniyle (EH’nin sudaki
¢oziiniirliigii 20 °C’de 4 mg/mL’dir (172).) hem su/yag hem de su/yag/su coklu
emiilsiyonlar1 hazirlanmasina karar verilmistir.Bu amagcla 06ncelikle su/yag
emiilsiyonu olusturma ¢oziicii ugurma yontemi ile EH- PLGA nanopartikiilleri
hazirlanmas1 ve PLGA’ nin sicaklikla bozunur 6zelliginden dolay1r bu yontemde
istenen 250 nm partikiil boyutunda diisiik polidispersite indeksine sahip partikiillerin
hazirlanabilirlikleri aragtirilmigtir. Ultrasonik prob ile enerji uygulanmasi esnasinda
sicaklikla bozunmanin 6niine gegilebilmesi i¢in enerji uygulanmasi buz banyosu

igerisinde gergeklestirilmistir.

Daha sonra EH’nin S/Y/S emiilsiyonlar1 hazirlanmistir. S/Y/S ¢oklu
emiilsiyonlar1 hidrofilik biyolojik etken maddelerin hapsedilmesinde en uygun
yontemdir (173). Bu yontem iki basamakl olarak gerceklesmektedir(174). Oncelikle
i¢ su faz1 yag fazi icerisinde genellikle yagda ¢oziinebilen bir yiizey etken madde
yardimiyla hapsedilerek S/Y emiilsiyonlar1 olusturulur. Daha sonra bu faz dis su fazi
ile homojenize edilerek son emiilsiyon hazirlanir. Emiilsiyon damlaciklarinin boyutlar

yiizey etken madde tipi ve derisimi, homojenizasyon kosullari ile degistirilebilir (160).

Nanopartikiil hazirlanmasinda kullanilan polimer o6zelliklerinin, kullanilan
yiizey etken maddenin ve diger faktorlerin beyne ila¢ gegisinde nanopartikiil boyutu
kadar 6nemli oldugu literatlirde agiklanmistir (175-181). Nanopartikiil iiretm yontemi

de ayrica etkinligi, giivenilirligi, biyodagilim etkileyen faktordiir. ilag yiiklii PLGA
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nanopartikiilleri biyouyumlu yapilari nedeniyle nanopartikiill hazirlamada

kullanilmaktadir [197].

Polimerik nanopartikiiller polimer ve etken madde iiretim ydntemine gore
¢Oziiniir, enkapsiile olur, yiizeye tutunur, eklenir veya kimyasal olarak baglanirlar. Bu
islemlerdeki ana hedef ilacin istenen yer ve siirede etkisini saglamaktir. Polimerik
nanopartikiil hazirlanma yontemleri géz Oniline alindiginda emiilsiyon olusturma
¢Oziicli ucurma yontemi ve stabilizan (PVA) kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir (182).
PVA kullannmmin nedeni diger yiizey etken maddelere gore daha kiigiik ve
monodispers nanopartikiil elde edilebilmesidir. Ancak emiilsiyon olusturma
isleminden sonra fazla miktarin ortamdan uzaklastirilmasi zordur. Ayrica PVA
literatiire gore biyolojik olarak bozunmaz (183). Ayrica yiiksek oranda PVA kalintisi
iceren nanopartikiillerin hiicresel emilimleri de diisiiktiir (184). Bu amagla PVA yerine
farkliylizey etken madde igeren birgok aragtirma yapilmistir. Potansiyel etkileri goz
Oniine alindiginda yiizey etken madde se¢ciminin énemli oldugu ve bu nedenle PLGA
ile birlikte nanopartikiilleri hazirlanan SK, SS ve F68 kullanilarak nanopartikiiller

tizerinde etkinlikleri calismamizda incelenmistir.

5.3. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Degerlendirilmesi

5.3.1. Y/S Emiilsiyon Olusturma Coziicii U¢urma Yontemi ile Elde

Edilen Partikiillerin Degerlendirilmesi

Calismamizda belirlenen partikiil boyut aralig1 ve dar partikiil boyut dagilimina
sahip nanopartikiil formiilasyonlarinin su/yag emiilsiyonu olusturma ¢oziicii ugurma
yontemiyle gelistirilmesi arastirilmistir. Ayrica polimer (PLGA), etken madde ve
yiizey etken madde (PVA) derisimi ile sonikasyon siire ve enerjisinin partikiil boyutu
ve polidispersite indeksi lizerine etkileri aragtirilmigtir. Bu amagla D-optimal tasarim
kullanilmistir. D-Optimal tasarim kullanilmasinin  nedeni, bu yontem ile
arastirmacilara bagimsiz degiskenler ile cevap ve etkilesimlerin saglikli bir sekilde
aciklanmasi imkani verilmesidir. Farkli degiskenlerin optimizasyonu i¢in ¢ok fazla
deney yapilmasi1 gerekmektedir. Ancak sinirli zaman ve kaynaklarin varliginda Box-
Behnken ve Merkezi Kompozit tasarimlarin kullanimi uygun degildir. Bu durumlarda
D-optimal tasarim secilen modele gore uygun kombinasyonu segeceginden en uygun

modeldir (185). Calismada yalnizca Y/S emiilsiyonu iizerine etkilesimlerin
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aciklanmasi i¢in 5 faktér ve 3 seviyeli bir tasarimin 243 farkli formiilasyon ile
gerceklestireceginden dolay1 bu yontemle 33 formiilasyonla tiim etkilerin gosterilmesi

hem zaman hem de kaynaklar bakimindan daha etkin bulunmustur.

Yapilan incelemede istenen partikiil boyutunda tek emiilsiyon olusturmak i¢in
uygun parametreler 25-75 mg PLGA (50:50), %1-5 PVA olarak tespit edilmistir.
Etken maddenin diklorometan igerisinde yliksek ¢oziiniirlik 6zellik gostermesinden
dolay1 ¢alismada etken madde derisimi 5-15 mg aralifinda tutulmustur. Bu se¢imin
nedeni EH’nin etkinligi kanitlanmis en diisiik dozu olan 10 mg degerinin tasarimin
orta seviye degeri olarak gézlenmesinin istenmesidir. Sonikasyon zamani ve enerjisi
tespit edilirken belirlenen polimer ve yiizey etken madde derisimleri ile 6n ¢alisma
yapilmis mevcut cihazin ¢alisma araligi ile nanopartikiillerin olustugu ve istenen
partikiil boyutuna yakin dar partikiil boyut dagilimi gosterilen sonikasyon siiresi (30-
90 sn) ve sonikasyon enerjisi (30-70 W) faktor seviyeleri olarak belirlenmistir(135).
Ayrica tasarim sonuglarina istenen 250 nm ve diisiik polidispersite indeksi degerleri
istenen parametreler olarak girildiginde bu yontemle ¢ok yiiksek bir olasilikla ihtiyag

duyulan partikiillerin elde edilebilecegi tespit edilmistir (Sekil 5.2).

Tasarlanan formiilasyonlarin % enkapstilasyon etkinligi incelendiginde tiim
formiilasyonlarin enkapsiilasyon etlinliklerinin %10’ un altinda oldugu saptanmustir.
Yetersiz yiikleme etkinligi nedeniyle bulgular kisminda sonuglar verilmemistir. Bunun
nedeni sudaki yiiksek ilag ¢oziiniirliigiiniin nanopartikiil icerisinde etken maddenin
enkapsiilasyonu engellemesidir. Enkapsiilasyonu istenen maddelerin derisimine gore
nanopartikiiller i¢erisine diflizyonu beklenir. EH’nin sudaki ¢6ziiniirliigii sonucu etken

madde su fazinda kalmis bu nedenle diisiik enkapsiilasyon etkinligi gézlenmistir (186).

B PVA Kens D e A FLBA Kans

Sekil 5.2. Tasarim sonuglarinin arzulanan parametre degerlerini karsilama oranlari.
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5.3.2. S/Y/S Emiilsiyon Olusturma Coziicii Ucurma Yontemi ile Elde

Edilen Partikiillerin Degerlendirilmesi

Etken maddenin suda ¢6ziiniiryapisindan dolayr S/Y/S emiilsiyonlar
hazirlanmigtir. Nanopartikiil tasariminda etken madde, PLGA (50:50) ,yiizey etken
madde (PVA) derisimi, dis faz stabilizan (PVA) derisimi ve su faz1 pH degerlerinin
partikiil boyutu, yiikleme etkinli§i ve zeta potansiyel degeri {izerine etkileri
arastirilmistir. Bu degerler segilirken yapilan 6n formiilasyon ¢alismalari sonucu 250
nm degerine yakin partikiil boyutuna sahip nanopartikiil olusmasini saglayan degerler
baz alinmistir. Etken madde derisimi i¢in 1-5 mg alt ve iist seviyeleri secilmistir.
Bunun nedeni EH’nin sudaki¢oziiniirlik degeridir (4 mg/mL) (172). pH degerleri
secilirken EH’nin dipolar yapis1 géz oniinde bulundurulmus ve pH 5.6, 7 ve 9.6

degerleri se¢ilmistir.

Farkl ylizey etken maddelerin nanopartikiil 6zellikleri, hiicresel toksisitesi ve
diger hiicresel davraniglarimi degistirdikleri bilinmektedir (160). Daha 6énce PLGA
(50:50) polimerik nanopartikiillerinin hazirlanmasinda kullanilan farkli yiizey etken
maddelerin hazirlanan nanopartikiil yapilar iizerine etkilerini arastirmak maksadiyla
F68 (187), SK (188), SS, (189) secilmis ve PVA ile kiyaslamalar1 yapilmistir. Bu
ylizey etken maddelerin incelenen literatlir verileri de g6z onilinde bulundurularak
farkli derisimleri ile nanopartikiiller hazirlanmis ve hazirlanan nanopartikiillerden 250
nm partikiil boyutuna yakin olan en dar partikiill boyut dagilimi gosteren
formiilasyonlar PVA ile hazirlanan nanopartikiiller ile karsilastirilmak {izere
degerlendirmeye alinmaistir.

Hazirlanan nanopartikiillerin  enkapsiilasyon etkinlikleri incelendiginde
polimer, etken veyiizey etkenmadde derisimleri degisikliklerinin partikiil {izerine
etkileri bulgular kisminda gdsterilmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05). Benzer c¢alismalar incelendiginde her bir parametrenin enkapsiilasyon
etkinligi iizerine etkileri anlamli sonu¢ vermesine ragmen (190) bizim ¢alismamizda
literatiir ile uyumlu etki goriildiigii ancak bu etkinin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 tespit edilmistir (p<0.05). Calismada gozlenen farkli parametrelerin farkl
oranlarmin diisiik etkilerinin nedeni belirli bir partikiil biiyiikliigii amaciyla ¢alismanin
yapilmas1 ve buna bagl olarak kullanilan madde derisimlerinin seviyelerinin sinirl

olmasidir. Oranlardaki bu kiiciik degisikliklerin nanopartikiiller lizerine etkileri de
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sinirli olmasi1 nedeniyle elde edilen partikiil yilikleme etkinlikleri arasi farklar
istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.

Dis ve i¢ su fazinin pH degerinin nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinlikleri
bulgularda gosterilmistir. Yiikleme etkinlikleri su fazinda en yiiksek olarak pH 7’ de
tespit edilmis ve daha sonra sirastyla pH 5.6 ve en diisiik deger olarak da pH 9.6 da
bulunmustur. Su fazinin pH degerindeki degisimin etken maddenin iyonizasyon ve
¢Oziinlirligi tizerine etki ettigi bilinmektedir. Etken maddenin ¢oziiniirliigiindeki bu
degisim maddenin enkapsiilasyon miktarii da degistirmektedir (191).EHyapisi
nedeniyle yiikleme etkinligi en yiiksek pH 7’ de tespit edilmistir. Sulu ¢ozelti pH
degerinin yani sira tampon eklemek de farkli fazlarin osmotik basinci tlizerine etki
ederek yiikleme etkinligini degistirir (192). Hazirlanan nanopartikiillerde su fazina
kalsiyum kloriir eklenerek bu o6zellik incelenmis ancak kullanilan santrifiij g
kuvvetinin yeterli olmamasi nedeniyle nanopartikiiller saflastirilamamis ve
enkapsiilasyon etkinlikleri mevcut sartlar ile dl¢iilememistir.

Nanopartikiil yapilar1 kullanilan ylizey etken madde yapisindan etkilenir. Sulu
faza eklenen hidrofilik yiizey etken maddeler ilag enkapsiilasyon etkinligini distiriirler
(193). Calismamizda en yiiksek enkapsiilasyon etkinligi organik fazda ¢dziinen SS ile

elde edilmistir.

5.3.3. Partikiil Boyut ve Polidispersite indeksinin Degerlendirilmesi

Kolloidal sistemlerde partikiill boyutu, salim ve biyoyararlanim gibi
parametreleri etkileyen en oOnemli faktorlerden birisidir. Eger sistemdeki tiim
partikiiller ayn1 boyutlu olursa yap1 monodispers olur ve tercih edilen durum budur.
Ancak bu duruma ulagmak ¢ok zordur. Nanopartikiiler sistemlerde ise monodispers
sistemlere ulagsmak pratikte ¢cok zor ve etkin olmamasindan dolay1 polidispersite
indeksi diisiik yapilar da monodispers sistemler olarak adlandirilir ve literatiirde bu
deger 0.1’in altidir (160). Partikiil boyut dagilimi1 potansiyel stabilite ve sistemin
performansi hakkinda bilgi verir (194, 195). Partikiil boyut dagilimi tubular ve grafik

formunda verilebilir.

Calismamizda  hazirlanan  nanopartikiil ~ formiilasyonlarinin  partikiil
bliytikliikleri ve biiyiikliik dagilimlari foton korelasyon spektroskopisi ile tayin edilmis
ve elde edilen veriler bulgular kisminda gosterilmistir. Nanopartikiiler sistemlerde

formiilasyon partikiil boyutunun tekdiizeligi polidispersite indeksi degeri ile ifade
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edilmektedir. Polidispersite indeksi partikiil ¢capinin log normal dagilim genisligi ile
tanimlanmaktadir (196). Y/S emiilsiyon olusturma ¢oziicii ugurma yontemi ile elde
edilen nanopartikiil formiilasyon grubunda incelenen parametrelerden etken madde
derisiminin arttirllmasmin partikiil bilyiikligli ve dagilimi iizerinde anlamli bir
degisiklik olusturmadigi (p>0.05) belirlenmistir. Incelenen diger bir parametre
polimer derisimidir. Yapilan ¢alismada PLGA derisimindeki degisiklik partikiil
boyutunu anlaml bir sekilde degistiriken (p<0.05) partikiil biiyiikliikk dagilimi {izerine
etkisi anlamli degildir (p>0.05). Ancak partikiil boyut dagilimi ile polimerderisimi
arasindaki iligki herhangi bir model ile acgiklanamamaktadir. Kullanilan yontemde
PLGA oraninin arttirilmasi partikiil boyutunda artmaya neden olur. Emiilsifikasyon
isleminde kayma dayanikliliginda yliksek viskoz direng¢ olusmasi nedeniyle daha

yiiksek derisimlerde daha biiyiik partikiiller ortaya ¢iktigi belirtilmistir (197).

Yiizey etken madde miktar1 emiilsiyon olusturma ¢oziicli ugurma yonteminde
damlaciklarin bir araya gelmesini 6nlemede 6nemli bir rol alir. Yiizey etken madde
derisimindeki artis partikiil boyutunda diisiise neden olur. Dis faz PVA oranindaki
artisin partikiil boyutunu ve polidispersite indeksi degerini diisiirdiigli bildirilmistir
[146]. Her ne kadar c¢alismamizda PVA oraninin partikiill boyutu lizerine etkisi

gosterildiyse de etkiler istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

Nanopartikiillerin partikiil boyutu ve polidispersite indeksi uygulanan enerji
miktarindaki artis ile diisiis gosterir (198).Calismamizda enerji artist hem ultrasonik
probun ¢aligsma siiresi hem de ¢alisma enerjisindeki degisim ile saglanmaktadir. Y/S
emiilsiyonlarmin partikiil boyutu hem sonikasyon zamani hem de sonikasyon

stiresinden anlamli bir sekilde etkilenmektedir (p<0.05).

S/Y/S emiilsiyon olusturma ¢oziici ugurma yonteminde kullanilan islem
parametreleri incelendiginde sadece dis su fazindaki PVA oraninin partikiil boyutu
lizerine etkisi istatistiksel olarak anlamli sonu¢ vermistir (p<0.05). Ancak diger
parametrelerin partikiil boyutu iizerine etkili olmamalarinin nedeni deney tekrari
sayisinin az (n=3) ve c¢alisilan faktor degerlerinin hedef 250 nm’ den c¢ok
uzaklasmamak adina birbirine yakin olmasindandir. Degerler birbirinden farkli

olmasina ragmen sonuglar istatistiksel olarak anlamsizdir. Yapilan 6l¢iimler sonucu



110

90 mg PLGA, EH’ ninsudaki ¢oziiniirligii gozoniine alinarak 3 mg etken madde, % 1
Di1s faz PVA (pH 7) 6n plana ¢ikan formiilasyon olmustur.

Farkli yilizey etken maddelerin hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biiytikliigi
ve polidispersite indeksi degerleri tizerine etkileri incelendiginde istatistiksel olarak
tim sonuglarin farklarinin anlamsiz oldugu tespit edilmistir (p>0.05). Tim
nanopartikiil formiilasyonlar1 karsilagtirildiginda 250 nm degerine en yakin

nanopartikiillerin PVA kullanilarak hazirlandig1 gozlenmistir (Cizelge 4.6).

5.3.4. Zeta Potansiyel

Zeta potansiyel nanopartikiil c¢ozeltilerinde stabilite hakkinda fikir veren
yontemlerden biridir. Nanopartikiil yiizeyindeki yiiksek elektrik yiikleri partikiiller
arast yiiksek itme giiciiyle agregasyonu onler (199). Negatif veya pozitif degerdeki
yiiksek zeta potansiyel verileri nanopartikiiler sistemin stabilitesinin uygunlugunu

ifade etmektedir (200).

Hazirlanan formiilasyonlarin yiizey yiiklerinin belirlenebilmesi ve ¢alismada
incelenen cesitli formiilasyon ve islem parametrelerinin nanopartikiillerin zeta
potansiyel degerleri lizerine olan etkilerinin degerlendirilebilmesi amaciyla elde edilen
tiim formiilasyonlarda zeta potansiyel analizi gerceklestirilmis ve her bir formiilasyon
icin elde edilen ortalama zeta potansiyel degeri, standart sapma degerleri ile birlikte

Cizelge 4.6 ve Sekil 4.14’te verilmistir.

Pozitif yiliklii nanopartikiillerin negatif ytiklii olanlara gore ila¢ hedeflemesinde
daha biiyiik avantajlari1 vardir. Bunun nedeni hiicrelerin negatif yiiklii olmasidir. Ancak
Ozellikle lipozomlar iizerine yapilan caligmalarda pozitif ve negatif yiiklerin
lipozomlarin tedavi edici etkilerini dakikalardan saatlere kadar arttirdigi tespit
edilmistir. Ancak pozitif yiikli lipidler FDA tarafindan sitotoksisiteleri yiiksek
oldugundan kullanimi istenmemektedir (201). Pozitif yiiklii partikiillerin kullanimi

sitotoksisiteyi arttirdigindan dolay1 ¢alismamizda PLGA kullanilmistir.

Partikiil biiyiikliigli ve enkapsiilasyon etkinliklerinin 6l¢limii  sonrasi
calismamiza devam etmek amaciyla yontem olarak secilen S/Y/S emiilsiyon olugturma
¢oziicii ugurma yontemi kullanilarak hazirlanan nanopartikiiller incelendiginde elde

edilen zeta potansiyel degerlerinin koruyucu koloit eklenmeden 0-(-5) mV arasinda ve
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negatif ylike sahip olduklar tespit edilmistir (Sekil 4.14). Negatif yiikiin PLGA’ nin
yaninda PVA’ nin nanopartikiil yiizeyinde bulunan iyonize karboksilgrubundan ileri
geldigi de diisiiniilmektedir (184). Bazi emiilsiyonlar tek tabaka nanoemiilsiyon
olusturarak sterik bir engel saglayarak da stabiliteyi arttirir. Genel bir kural olarak +30
mV lizeri degerler iyi, 60 mV {izeri degerler ise milkemmel stabiliteyi gosterir. Cok
kiigiik degerler ise hizli agregasyonu gosterir[185]. Ancak bu bilgi yalnizca diisiik
molekiil agirlikli yiizey etken maddeler i¢in gegerlidir. Yiiksek molekiil agirlikhi yiizey
etken maddeler ise daha oOnce belirtildigi gibi sterik stabilizasyon saglarlar. Bu
durumlarda £20 mV veya ¢ok daha diisiik degerler yeterli stabilizasyon saglarlar.
Ayrica partikiiller aras1 mesafe yiiksek molekiil agirlikl ylizey etken madde kullanimi
ile artar. Bu sekilde Olgiilen zeta potansiyel diiser. Partikiil yiizeyinde yiiksek yiik
bulunan durumlarda bile bu durum gecerlidir. Diisiik zeta potansiyele ragmen
partikiiller stabildir (202). Ancak Musumeci ve dig. tarafindan yapilan ¢alismada
diisiik zeta potansiyel degerine sahip PLGA nanopartikiillerinin daha yiiksek (-30 mV
PLA ve +30 mV kitosan) zeta potansiyel degerine sahip nanopartikiillerden koku
bolgesinden emiliminin daha yiiksek oldugu bulunmus ve bunun nedeninin hiicre
membraninin negatif ylike sahip olmasina bagli olarak vezikiiler taginma aninda
negatif yiikteki kaybin zeta potansiyelde diismeye neden olmasina baglamislardir
(170). Azalmaya bagl olarak diisiik yiiklerde partikiiliin yiikii hiicre ile itmeye neden
olacak ve elektrostatik kuvvetler i¢ce alim mekanizasini diger faktorlere istinaden daha
az etkileyecektir. Bu nedenle nanopartikiil formiilasyonuna koruyucu koloit
eklenmesine karar verilmis ve kalsiyum kloriir eklenmesinden sonra elde edilen
nanopartikiillerin (F13) zeta potansiyel degeri degiserek -20.17+ 1.2 mV olarak tespit
edilmistir (139).

5.3.5. FT-IRve DTK Cahsmalan

Calismada etken madde olarak kullanilan EH’nin, PLGA 50:50 ve farkh yiizey
etken maddeler kullanilarak hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda, polimer,
etken ve diger yardimc1 maddelerin etkilesimlerinin incelenebilmesi amaciyla DTK ve
FT-IR analizleri gergeklestirilmistir. Nanopartikiil karakterizasyonunda kullanilan
infrared 6rnekleme teknikleri potasyum bromiir pellet teknigi, ATR teknigi, infrared
goriintilleme teknigi vb. seklinde gruplandirilmaktadir. Potasyum bromiir pellet

teknigi partikiiler yapmin tamaminin karakterizasyonuna imkan saglarken, ATR
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teknigi ile partikiillerin sadece yiizey karakterizasyonu gerceklesmekte, radyasyonun
numune igerisine sinirli penetrasyonu nedeniyle partikiiler yapinin tamamen ve
derinlemesine  karakterizasyonu  yapilamamaktadir(203). Yapilan inceleme
neticesinde nanopartikiil FT-IR spektrumunun PLGA spektrumuna benzer oldugu
ancak PVA ve etken maddeyi iceren piklerin diisiik titresim seviyesinde 3300 ve 2850
cm’! dalga sayisinda varlig1 tespit edilmistir. PLGA polimerine ait olan diger bantlar
ise 1400-1500 cm! bant araliginda yer alan iiglii laktik ve glikolik asit transmisyon
pikleri (204), ile 1050-1250 cm! bant aralifinda yer alan C-O gerilimleridir. Ayrica
1700-1800 cm™!' karbonil (-C=0) gerilimi ve 2850-3000 cm' —CH, —CH,, -CHj
gerilimleri polimerin karakteristik gruplaridir (196). Formiilasyonlarda kullanilan
ylizey etken madde olan PVA’ nin yapilan calismada gozlenen karakteristik
absorbsiyon piki olarak 3400-3350 cmaraliginda yer alan —OH grubu tespit
edilmistir. EH’nin  nanopartikiil icerisine hapsedilmesi FT-IR analiziyle

aciklanabilirligi literatiir verileriyle uyumludur (152, 153).

EH, PLGA, yiizey etken maddeler, fiziksel karisim ve nanopartikiil
formiilasyonlarina ait DTK termogramlar1 Sekil 4.18” de gdsterilmistir. Etken madde
170°C’ de keskin bir pik gdstermis ve saf PLGA 60 °C’de endotermik pik ve daha
sonra camsi gecis Ozelligi gostermistir. EH yiliklii PLGA nanopartikiilleri 6nce 60
C’de endotermik pik (polimer entalpisini karsilayan) dzellik gdstermis ve bu sonug

enkapsiilasyon igleminin basari ile gerceklestigini gostermektedir (205)

Hazirlanan nanopartikiill formiilasyonlarinda kullanilan yiizey etken
maddelerin  termogramlar1  Sekil4.19°da  gosterilmistir.  Bu  termogramlar
incelendiginde benzer termogramlar elde edilmis ve her yiizey etken maddeye ait

karakteristik pikler nanopartikiil formiilasyonlarinda da gézlenmistir.

5.3.6. Morfolojik Ozellikler

Calismada nanopartikiill formiilasyonlarinin  morfolojik  6zelliklerinin
degerlendirilmesi amaciyla farkli cihazlardan faydalanilmistir. Partikiil yapilarinin
morfolojik degerlendirilmesi taramali elektron mikroskobu yardimiyla yapilmaistir.
Emiilsiyon olusturma ¢oziici ucurma yonteminden farkli partikiil bilyiikligi

dagilimina sahip {i¢ formiilasyonun elektron mikroskobu goriintiileri ¢ekilmistir(F8,
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F25, F28) (Sekil 4.28). Gergeklestirilen analizler sonucu tiim nanopartikiil

formiilasyonlarin morfolojik 6zellikleri basarilt bir sekilde gozlemlenebilmistir.

5.3.7. Eletriptan Hidrobromiir Saliminin Degerlendirilmesi

Nanopartikiillerden salim degerleri incelendiginde, farkli yiizey etken madde
kullanilarak hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin salim degerlerinin birbirinden
farkl1 oldugu tespit edilmistir. Ancak tiim formiilasyonlardan salim temelde
baslangicta ani salim ve daha sonra sabit hizda salim olarakgériilmiistiir. Salimdaki
farkliliklar kulanilan yiizey etken maddelerin farkli hidrofilik lipofilik 6zellikleri
nedeniyle olusturduklar1 farkli engel Ozelliklerin oldugu diisiiniilmektedir. Salim
kinetik Ozelliklerinden dolay1 ortaya ¢ikan sismenin de yardimcit oldugu
mekanizmayla suda ¢oziinen yapili etken madde difiizyon ile beraber sisme ve daha
sonra kirilan globiillerden salim 6zelligi gostermektedir. Bu yapilarda kullanilan yiizey
etken madde onemli bir rol alir (206). Ayrica yiizey etken maddelerin dis ylizeyindeki
stabilizan gorevlerine ek olarak nanopartikiil igerisindeki diger yapilar ile etkilesim
saglayarak ila¢ salinimin1 yavaglatic etki gosterebilirler. Bu etki yiizey etken madde
tipi ve derisimi ayarlanarak degistirilebilir(206). EHsaliminin matematiksel olarak
degerlendirilebilmesi i¢in kullanilan modeller igerisinden secgilen sifirinci derece,
birinci derece, Weibull, Korsmeyer Peppas, Hixson Crowell ve Higuchi
kinetiklerinden hesaplanan salim 6zelliklerine en iyi uyum saglayan kinetik Weibull
kinetigi olarak tespit edilmistir. Nanopartikiillerde salim 6zellikleri birgok ¢aligmada
incelenmis ve bu salim 06zelliklerine en iyi uyum gosteren modeller cesitlilik
gostermistir. Ornegin Dillen ve dig.(207) tarafindan hazirlanan nanopartikiiller
Higuchi salim kinetigi 6zelliklerine en iyi uyumu gosterirken Aksungur ve dig. (141)
tarafindan yapilan ¢alismada en iyi uyum gosteren kinetik Weibull olarak tespit
edilmistir. Calismamizda tespit edilen sonuglara gore tiim formiilasyonlar Weibull
dagilimma uyum saglamaktadir. Bunun nedeni hem en yiiksek 1> degerlerinin hem de
en kiiciik ortalama hata kareleri kokiiniin Weibull dagiliminda tespit edilmesidir(208).
Ancak her bir formiilasyon Weibull dagilimina uyum saglasa da farkli sekil faktorii
(b) degerine sahiptir (Cizelge 4.7). Ussel “b” degeri polimerik yapili matris
sistemlerden taginma mekanizmasini gosteren onemli bir degerdir. b<0,75 oldugu
durumda sistem Fick difiizyonu 6zelligi gosterirken 0,75- 1 arasi deger almas1 Fick

difiizyonu ile sisme kontrollii salimin beraber oldugu kombine bir mekanizmay igaret
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eder (209). Tespit edilen salim sonuglarina gére EH- PLGA nanopartikiilleri Fick

difiizyonu ile Fick difiizyonu/ sisme kombinasyonu seklinde salim gostermektedir.

5.4. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiir calismalar1 yapilmadan 6nce, deneylerde kullanilmasi diisiiniilen
maddelerin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkileri incelenmeli, deneylerde kullanilacak
etken ve yardime1 miktarlar1 buna gore se¢ilmelidir. Sitotoksisite testi sonucu hiicresel
canlilik oranlar1 % 50 nin iizerinde olmalidir(210). Calismamizda kullanilan SS harig
tiim maddelerin canlilik oranit %50 nin iizerinde bulunmustur (Sekil 4.34). Ancak
yapilan 6n formiilasyon ¢aligsmalar1 sonucu sitotoksisite gdstermeyen SS derisimi ile

nanopartikiiller hazirlanamadigindan uygun derisim ile calismaya devam edilmistir.

Bu calismada hiicre tabakalarinin ve siki kavsaklarin olusturdugu engel
ozelliklerinin intestinal ve nazal epitele cok benzedigi bildirilmesi ve burundan gegis
ozelliklerinin incelendigi cesitli calismalarda kullanilmasi nedeniyle Caco-2 (human

colon adenocarsinoma) hiicre hatt1 kullanilmigtir (211).

Hiicresel canliligin degerlendirilmesinde en yaygin kullanilan yontem MTT
testidir. Bu kalorimetrik yontemin esasi, sar1 renkli ¢oziinebilir 6zellikteki boyanin,
metabolik olarak aktif durumdaki hiicrelerin mitokondrilerindeki siiksinat
dehidrogenaz enzimi ile koyu mavi renkli formazana doniisiiriilmesidir. Olusan renk

spektrofotometrik olarak Sl¢iiliir[120].

Caco-2 hiicreleri kullanilarak gergeklestirilen MTT testi ile hazirlanan etken
madde c¢ozeltisi ve farkli yiizey etken maddeler ile hazirlanan nanopartikiil
formilasyonlar1 karsilastirilmistir. Calisma uzun siireli etkinin tespit edilmesi
amaciyla 48 saat olarak planlanmistir. Test sonuglari 48 saat hiicrelerin canli

kalabildigini gdstermistir.

EH’nin CaCO-2 hiicre hatt1 ilizerinde yapilan sitotoksisite caligmalarinda
caligmamizda uygulanan dozun sitotoksik olmadig1 bulunmus ancak toksik dozla ilgili

herhangi bir veri verilmemistir (212).

Kullanilan farkli ylizey etken maddeler ile hazirlanan nanopartikiillerin

sitotoksisiteleri incelendiginde en yiiksek canliligt PVA ve F68 ile hazirlanan
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nanopartikiiller gostermistir. Scholer ve dig. tarafindan yapilan ¢aligmada farkli ylizey
etken maddelerin sitotoksisite lizerine etkileri incelenmis ve F68 ile hazirlanan
yapilarin sitotoksisitesi SK ile hazirlananlardan fazla bulunmus ve bunun nedeninin

F68’in daha iyi sterik stabilizasyon gdstermesi olarak agiklanmistir (213).

5.4.1. Eletriptan Hidrobromiir veya Eletriptan Hidrobromiir Yiiklii

Nanopartikiillerin P-gp ile Etkilesimlerinin Incelenmesi

Farkli formiilasyonlara ait hiicresel emilim sonras1 geri atilan EH miktarlar
incelendiginde hiicresel geri atilimi en ¢ok azaltan formiilasyonun SK kullanilarak
hazirlanan nanopartikiiller oldugu tespit edilmistir. Hazirlanan tiim nanopartikiil
formiilasyonlar1 Eletriptan Hidrobromiiriin hiicre disina atilimimi  azaltmustir.
Kullanilan yiizey etken madde yapisindaki degisim P gp ile EH-PLGA
nanopartikiilleri arasi etkilesimi degistirmektedir. Dong ve dig.(144) tarafindan farkli

stabilizanlarin P gp ile etkilesimi farkli bulunmustur.

5.5. Formiilasyonun Stabilitesinin Incelenmesi

Nanopartikiil formiilasyonunun (F1) lyofilize haldeki formunun farkh
sicakliklarda 3 ay bekletilmesi sonucu elde edilen veriler incelendiginde sadece -20
°C’de bekletilen formiilasyonun partikiil biiyiikliigii arasinda anlamli bir fark
bulunmadigy; 4°C ve 25°C’ de bekletilen formiilasyonlarin ise anlamli bir sekilde
degistigi tespit edilmistir (p<0.05). Ayni formiilasyon polidispersite agisindan
degerlendirildiginde sadece -20 °C’de ii¢ aylik stabilite testi sonucu istatistiksel olarak
anlamli1 bir degere ulasmamistir (p<<0.05). Diger sicakliklarda polidispersite degeri 0,2
degerinin iizerine ¢ikarak partikiil biiyiikliigii dagilimi yayginlasmis ve polidispers bir
dagilim olusmustur. Bu durum partikiil yapisinda sicakligin etkisiyle agregasyon
meydana geldigini gostermektedir (214). Polidispersite indeksi degerinde gozlenen
artis nanopartikiil yapisinin partikiil biiyiikligi dagilimmin genislediginin kanitidir.
Benzer calismalar incelendiginde kullanilan polimerik materyal cinsine gore saklama
sicakhiginin - degistigi  gozlenmistir. Calismamizda -20°C’nin en iyi stabilite
gostermesinin nedeni saf PLGA’nin saklama kosulunun bu sicaklik olmasidir.
Lemoine ve dig. (215) tarafindan yapilan bir calismada farkli laktik:glikolik asit
oranina sahip PLGA’nin farkli sicaklikta bekletilerek stabiliteleri incelenmis 12 ay

sonunda polimer degredasyon hizlar1 belirlenmistir. -16°C” de degredasyon hizinin
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yavas oldugu tespit edilmistir. Ayrica hazirlanan nanopartikiillerin siispande hale
getirilip  biyolojik ortama uygulamanmasindan sonra partikiill yapisindaki
degisikliklerin tespit edilebilmesi amaciyla 24 saatlik ¢ozelti stabilite testi yapilmistir.
Deney kosullarinin biyolojik ortami taklit edebilmesi icin ortam sicakligi 37°C” ye
ayarlanmigtir. 24 saat bu ortamda bekletilen partikiillerin, partikiil biiyikligi ve
polidispersite indeksinde anlamli bir degisiklik tespit edilememis (p>0.05) ve sonug

olarak uygulanan partikiillerin biyolojik ortamda stabil oldugu varsayilmistir.

5.6. In Vivo Calismalar

Burundan beyne ilag¢ gecisi calismalar1 genel olarak fare ve rat kullanilarak
yapilmistir. Bunun nedeni rat koku bolge alani ile insan koku bdlgesi alani arasi
benzerliklerdir (1). Bilimsel calismalarda % 78.4° liikk kullanim orami nedeniyle

calismamizda hayvan modeli olarak rat se¢ilmistir.

Trigeminal sinirler nazal boslukta koku bolgesi ve solunum epiteli ile icice
gecmis haldedir. Bu nedenle trigeminal bolge, nazal ila¢ uygulamalarinda rol aldig:
diisiiniilen onemli bir yolaktir. Santral sinir sistemi ile pons bolgesinden baglantisi
vardir. Koku ve trigeminal bolgeler ile beyne ilag uygulamasinin bu sekilde

gerceklestigi diislintilmektedir (150).

Bu yollara ek olarak ilaclar beyne kan damarlar1 ve lemfatik sistem kullanilarak
dolayli yoldan da tasinabilir (Sekil 5.3). Beyne ila¢ ge¢isinin Ol¢lilmesi amaciyla
bircok formiil tanimlanmistir. Bu formiiller icerisinden ila¢ Hedeflendirme Etkinlik
Yiizdesi (% IHE) (intranazal ila¢ uygulamasiyla elde edilen beyinde biriken ilag
miktar1 ile sistemik uygulama ile elde edilen beyinde biriken ilag miktarinin
kiyaslanmas1) ve Burundan Beyne Tasian Ilag Yiizdesi (% BTI) (koku ve trigeminal

bolge ile beyne ulasan ilag yiizdesi) en ¢cok kullanilanlardir (150).

Burundan beyne ila¢ gecisi calismalarinda genellikle farmakokinetik profiller
gosterilmistir. % 10’ luk kisimda ise farmakolojik aktivite lizerine ¢aligsmalar yapildig

bildirilmistir (150).

Nazal uygulama sonrasi ilaglarin beyne tasinmasi dogrudan veya dolayl

yollardan olur. Nazal yolla uygulanan ve ¢esitli mekanizmalar ile disar1 atilmayan
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ilaclarin, koku bolgesi ve trigeminal bolge kullanilarak dogrudan veya sistemik

dolasima katilarak dolayli olarak beyne ge¢isi saglanir (150).

5.6.1. Farmakokinetik Calismalar

Intranazal ve intravendz uygulama sonrasi kan ve beyindeki EH miktarlari
incelendiginde intranazal uygulama sonras1 beyin dokusundaki etken madde
miktarinin yiikseldigi gozlenmistir. Ancak bu yiikselme istatistiksel olarak anlaml
degildir (p>0.05). Ayrica EH yiiklii nanopartikiillerin nazal yolla uygulanmasi
intravendz yolla uygulamaya gore beyinde daha yiiksek derisime ulagilmasini
saglamistir (p>0.05). Farkli formiilasyonlara ait kan/beyin etken madde oranlar
hesaplanmis ve Sekil 4.37-4.38” de gosterilmistir. EH’ nin PLGA nanopartikiilleri
icerisinde nazal uygulanmasi sonucu elde edilen madde miktar1 EH ¢ozeltisine gore
daha yiiksektir. Bu sonu¢ kan burundan beyne ila¢ uygulanmasmin etkinligini

gostermektedir (216).

EH’nin PLGA nanopartikiilleri igerisinde intravendz uygulanmasi sonucu
kanda Cmax degerine 30. dakikada ulasilmis ve daha sonra gittik¢e azalan bir grafik
gozlenmigstir (Sekil 4.37). Buna karsin EHyliklii nanopartikiillerin intranazal
uygulanmasi sonucu yavag ve diisiik bir emilim gozlenmis ve 1. saat sonunda Cmax
degerine ulasilmistir. Elde edilen Cmax degeri intravendz uygulamaya gore ¢ok daha
disiiktiir (p<0.05). Ancak beyne gecen etken madde profilleri incelendiginde
nanopartikiillerin hem intravenéz hem de intranazal uygulanmasi sonucu Cmax
degerlerine 30. dakika sonunda ulasildig1 ve intranazal uygulama sonucu tespit edilen
Cmax degerinin intravendz uygulamaya gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu
sonu¢ EH’ninnazal yoldan uygulanmasinin beyin dokusuna gecisini hizlandirdig
seklinde ifade edilebilir (217). Ancak tam tersi olarak EH’nin intranazal
uygulanmasinin kan derisimleri hem ¢6zelti hem de intravendz nanopartikiil
uygulamasina gore daha diisiiktiir (p<0.05). Dolayisiyla beyne ila¢ hedeflendirmede

intranazal uygulamanin intravendz yola gore etkin bir yol oldugu belirtilebilir (217).

Intranazal ve intravendz uygulama sonucu beyin ve kan derisimlerinin zamana
kars1 grafige gecirilmesiyle hesaplanan Cmax, tmax, Kel, AUC gibi farmakokinetik
parametreler Cizelge 4.10°da gosterilmistir. EH yiiklii PLGA nanopartikiillerin

beyindeki farmakokinetik parametreleri incelendiginde gecisin ¢ozelti formuna gore
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daha yavas oldugu ancak daha yiiksek oranda ve daha uzun siire gecis saglandig
gozlemlenmistir. Bunun nedeni PLGA gibi polimerlerin mukosiliyer klirens
Ozelliklerini azaltmasi ve normal sartlarda hemen atilacak formiilasyonlarin nazal

bolgede kalis siiresini arttirmasi olarak agiklanmistir (217).

Literatiirde agiklandig1 gibi nazal mukozadan beyne ilag gegisi lic ana yolla
gerceklesir. Bu yolaklar, ilacin kan dolasimima katilmast ve daha sonra KBE
kullanilarak beyne gegmesini saglayan sistemik yolak; nazal mukoza epitelinden koku
ve trigeminal sinirler kullanilarak beyne ilag ge¢isinin saglandig1 lemfatik yolaklardir
(6). Calismamizda, EH’nin bu yolaklardan hangisini kullanarak burundan beyne
gecisinin  saglandigini tespit edilmesi i¢in hem intraven6z hem de intranazal
uygulamasi gerceklestirilmistir. IHE ve ITY degerleri hesaplanarak koku ve trigeminal
yolla beyne dogrudan gegen ila¢ miktar1 saptanmis ve EH yiiklii nanopartikiillerin ve

¢ozeltinin IHE degerleri Cizelge 4.9” da verilmistir.

Yiiksek IHE degeri ilacin burundan beyne dogrudan ge¢isinin saglandiginin
gostergesidir (218). Nanopartikiillerin intranazal uygulamasi sonucu ITY degeri
cozelti formunun ayni yolla uygulanmasma gore artis gozlenmistir (p<0.05).
Nanopartikiil formiilasyonlarinin uygulanmasi sonucu daha yiiksek burundan beyne
gecis saglanmast literatiir ile uyumludur (147, 219). Bu sonug nanopartikiillerin yiizey
yiikii veya diger ozellikleri sonucu kazandiklar1 adezif 6zellikleri ile nazal bolgede
daha uzun kalmasi ve siki kavsaklarin kullanilarak beyne ilag gecisinin arttirilmasi
seklinde aciklanabilir (217). Ayrica bu nanopartikiiller sagladiklar1 enkapsiilasyon
sonucu kimyasal ve biyolojik degredasyon ile P gp ile saglanan disar1 atim
mekanizmalarini da 6nlerler (220). Bu nedenlerle PLGA nanopartikiillerinin intranazal
uygulanmas1 sonucu EH’nin beyne gecisi ve hedeflendirilme etkinligi arttirildig

sonucuna ulasilabilir.

5.6.2.Etkinlik Calismalar:

Diger modellerin daha c¢ok davranig gozlenmesi ve periferik etkilerin
aydinlatilmas1 amaciyla kullanilmast ve tezimizdeki asil amacin santral sinir
sistemindeki etkinligin Olglilmesi olmasi nedeniyle g¢alismamizda beyinde c-fos-
mRNA ve P maddesi 6lgiilmesi yaklasimi model olarak se¢ilmistir. Fos geni diger

genlerin transkripsyonunu diizenleyen fos proteini olugsmasini saglayan gendir (221).
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Hizli aktivasyonu nedeni ile ani-erken cevap genleri arasinda yer alir. Fos protein
aktivitesi spinal dorsal hornda nosisepsiyonu gosteren bir isaretleyicidir (222). Migren
arastirmalarinda fos immunoreaktivitesi nosisetif yolaklarin tanimlanmasinda zararh
stimiilanlara olusturulan cevaplarda aktive olan noéronlarin aydinlatilmasinda
kullanilir. Bu ¢aligmalarin  biiyiik kismi trigeminovakiiler sistemdeki noron
aktivasyonunda uygulanmistir. Bu sekilde migren patofizyolojisinin anlasilmasinda

bliylik agsama kaydedilmistir (223).

Calismamizda gliseril trinitrat subkiitan enjeksiyonu kullanilmasinin nedeni ise
nitrik oksitin uygulanmasi sonrasi migren benzeri basagrilarina ve migren atagi
geciren hastalara benzer semptomlara neden olmasidir (224, 225). GTN infiizyonu

trigeminoservikal komplekste fos protein ekspresyonuna neden olur (226).

Diger tiim modeller gibi fos ekspresyonunun dl¢iilmesinin de bazi kisitlamalari
vardir. Bunlarin en 6nemlisi kullanilan modelin yalnizca fos proteinini inhibe etme

riskidir. Bu nedenle ¢calismamizda P maddesi diizeyi de 6l¢ililmiistiir.

P maddesi trigeminal sensér néronlarindan salinir ve plazma ekstravazasyon
ve vazodilatasyonu saglar. Agrinin santral iletiminde rol alir. Kranyal dokulardaki
ndrojenik inflamasyon ve trigeminal baglantili agr1 NKi reseptorlerinde etkili P

maddesi ile bagantilidir (227).

Calismamizda farkli tedaviler uygulanan ratlarin TNC boélgelerinde c-fos-
mRNA ve P maddesi transkript seviyelerinin 6l¢iimiinde qPCR kullanilmigtir. Bunun
nedeni ¢alismamizda agri ile iligkili bolge olarak TNC secilmesi ve nosisepsiyon
isareti olarak c-fos kullanimidir. GTN subkiitan enjeksiyonu sonrasi c-fos mRNA ve
P maddesi seviyelerinde artig goriilmiistir. Bu artis zamana bagli olarak
degismektedir. EH’nin nanopartikiil igerisinde veya ¢ozelti olarak intravendz ve
intranazal uygulamasi sonrast TNC bolgesinde 6lgiilen c-fos mRNA ve P maddesi
degerlerinde ise EH’ye bagl olarak inhibisyon gozlenmistir. Bu durum lteratiir ile

uyumludur(228).

Ratlarda agr1 gozlenemez, bu nedenle c-fos gibi biyoisaretler ile 6lgiilmek
zorundadir. Calismamizdaki GTN enjeksiyonu sonrasi c-fos mRNA sonuglari

incelendiginde 30. dakikadaki c-fos mRNA ve Pmaddesi degerlerinin ¢ok diisiik
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oldugu ve RNA seviyelerinin 1.saatten itibaren ylikseldigi gézlenmistir (Sekil 4.39 ve
Sekil 4.40). Bunun nedeni c-fos geninin pik olugturmasinin yaklasik 30-40 dk stirmesi

ve sonug fos proteini olusumunun yaklasik 2 saat olmasidir (229).

Insanlarda GTN uygulamas1 sonucu indiiklenen basagrisinin sumatriptan gibi
antimigren ilaglarla diisiiriildiigii bildirilmistir (230). Sumatriptan benzeri EH’nin de
benzer mekanizmalar ile etki sagladigi bilinmektedir. Daha 6nce EH nin nanopartikiil
uygulamas: yapilmadigindan ya da bu iki RNA etkinligi migren hastaliginda
farmakolojik olarak incelenmediginden sumatriptan ile ilgili literatiir incelenmis ve
EH’nin bu etkinliginin santral néron aktivasyonunu inhibe ederek gosterdigi tespit

edilmistir (228).

EH’nin hem intravendz hem de intranazal olarak ¢ozelti ve nanopartikiil
siispansiyonu halinde uygulanmasi sonucu trigeminal bdlgede ¢ fos mRNA ve P
Maddesi seviyelerinin degistigi tespit edilmistir. Bu etkiler uygulama yolu ve
formiilasyon sekline gore farklilik gdstermis ancak tiim uygulamalarin 120. Dakikada
etkinligi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). ¢ fos mRNA’ nin néron
aktivasyonunda kabul edilen bir isaretleyici oldugu bilinmektedir (221). Elde edilen
sonuglara gore farkli uygulamalar trigeminal ganglionda bir bdliimii nosiseptif olan
farkli elektriksel uyarilmaya neden olmustur. PCR sonuglarinda gozlenen GTN ile
indiiklenen ¢ fos mRNA ekspresyon seviyelerinin EH tarafindan diistiriilmesi ayni
zamanda kullanilan etken maddenin migrende etkinligini gdstermektedir. Boylece
periferal anti migren etkilerinin yaninda beyine ge¢en EH’ nin nosiseptif etkiyi inhibe
ederek santral bolgede anti migren etki de gosterdigi tespit edilmistir. Shepheard ve
ark. Tarafindan yapilan caligmada elektriksel stimiilasyon sonrasi trigeminal etki
endojen norokinin reseptor ailesinden olan P maddesi vasitasiyla taginir. Nosiseptif
ndronlar aktivasyonunun gostergesi olan ¢ fos mRNA ifadesi periferal olarak P
maddesi iizerinden gerceklesmektedir (231). Calismamiz sonucunda etki hem p
maddesi hem de ¢ fos mRNA seviyeleri ile kanitlanmistir. Ancak ayni dozun farkl
uygulanmasi ile etki degismektedir. Buzzi ve Moskowitz tarafindan 100 pg/kg
sumatriptan uygulamasi ile dural ekstravasatta %70’lik bir iiretim kayb1 gozlenirken
dozun 1000 pg/kg’ a ¢ikartilmasiyla etki anlamli bir sekilde degismedigi (%66) tespit
edilmistir (232). C fos mRNA diizeyleri incelendiginde yine doz farki ile degisimin
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anlamli olmadig1 bulunmustur. Ancak ayn1 deney KBE harabiyeti sonucu yapildiginda
etki anlamli diizeyde artmistir. Sonug olarak sumatriptanin KBE’ ni gecememesinin
bu farkliligin temel nedeni oldugu bildirilmis ve triptan tiirevi ilaglarin santral etkinligi
gosterilmistir. EH, KBE’ ni gegebildigi bilinen bir etken maddedir. Bu nedenle hem
¢ozelti formunda hem de nanopartikiil uygulamasi ile ¢ fos mRNA ve P maddesi
seviyesinde degisime neden olmustur. Daha Once One siirillen ancak heniiz
kanitlanamayan trigeminal sinirlerden P maddesi saliminin inhibisyonu ile dural kan
ekstravasatinin oniine gegilmesi bu ¢alisma ile de goézlenmis ve EH’ nin naopartikiil
icerisinde nazal yol ile uygulanmasi ile bu blokaj en iist seviyeye ¢ikmistir (233).
Farkli uygulama ve formiilasyon tiplerinin gen ekspresyon diizeyleri incelendiginde
ise gen ekspresyonununun farkli zamanlarda farkli uygulamalarda degistigi

gozlenmistir. Ekspresyon profili genel olarak beyinde 6l¢iilen EHmiktar1 ile baglantili

bulunmustur.
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SONUCLAR

Norolojik bir bozukluk olan ve Tiirkiye’de 15-55 yas grubunda kadinlarda %
21.8 ve erkeklerde %10.9 oraninda gozlenen migren, tekrarlanan ve is giicii kaybina
yol agan bir hastaliktir. Santral ve periferik olarak trigeminovaskiiler sistemin
aktivasyonu, kalsitonin geni ile iliskili peptid (CGRP) ve P maddesi gibi vasoaktif
noropeptidlerin salimmma ve bdylece vazodilatasyona, kan damarlarinda steril
inflamasyona ve agri1 sinyal iletimine neden olmaktadir. Migrenin bu etkilerinin
EH’nin nazal ve intravendz uygulamalar1 ile 6nlenmesi tizerine karsilastirilmasinin

amagcladigi bu ¢alismada asagidaki sonuglara ulagilmistir.

Etken madde olarak  kullamlan EH’nin PLGA  polimeriyle

nanopartikiillerinin basari ile hazirlanabildigi tespit edilmistir.

EH yiiklii nanopartikiillerin boyutlarinin polimer derisimi, yiizey etken madde

derisimi vehazirlama esnasinda uygulanan enerji miktarina goére degistigi tespit

edilmistir.

EH yiiklii nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan yiizey etken madde ve
stabilizanlarin miktarinin nanopartikiil hazirlanmasinda ve olusan nanopartikiillerin
fizikokimyasal 6zellikleri {izerinde etkin bir rolii oldugu; bu amagla PVA, SS, F68 ve

SK kullanilabilecegi belirlenmistir.

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda kullanilan nanopartikiillerin CaCo-2 hiicre dizisi
tizerinde gosterdikleri sitotoksisite tayini sonucunda nanopartikiil hazirlanmasinda
kullanilan farkli ylizey etken maddelerin sitotoksisiteyi degistirdigi bu maddelerden
SS ve SK sitotoksisiteyi arttirirken, F68 ve PVA’nin sitotoksisiteyi diisiirdligii tespit

edilmistir.

EH’nin bir geri atim proteini olan P-gp substrat1 oldugu CaCo-2 hiicre dizisi
ile yapilan ¢alismalarlatekrar gosterilmis ve EH ninPLGA nanopartikiilleri igerisine

hapsedilmesiyle geri atiminin inhibe edildigi gézlenmistir.

Hiicre dizisinden etken maddenin geri attminin inhibe edilmesi amaciyla
hazirlanan nanopartikiillerin, geri atimi inhibe etmesinin icerdigi yiizey etken madde

PO

ozelligine gore degistigi tespit edilmistir.
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Hayvan deneyi c¢aligmalarinda kullanilmasina karar verilen F1 kodlu
formiilasyonun hiicre hatlar {izerinde sitotoksik etkilerini ve etken maddenin P-gp
tarafindan geri atilmasmmi en aza indiren nanopartikiil formiilasyonu oldugu

belirlenmistir.

Gergeklestirilen 6n stabilite calismalari sonucunda F1 formiilasyonunun -

20°C’ de 3 ay stabil olarak saklanabilecegi tespit edilmistir.

EH’nin Wistar Albino ratlara uygulanmasi sonucu ratlarin kan ve beynine

gecenEH miktarinin gelistirilen LC-MS yontemiyle tayin edilebildigi tespit edilmistir.

EH’nin, PLGA nanopartikiilleri igerisinde uygulanmasiyla beyne ilag

hedefleme etkinliginin arttig1 tespit edilmistir.

EH’nin Wistar Albino ratlara hem ¢6zelti hem de F1 formiilasyonu igerisinde,
intravendz ve intranazal uygulanmasi sonucu kan ve beyne gecen etken maddenin
farmakokinetik parametreleri tespit edilmis ve kanda en yiiksek AUC degerinin
intravendz ¢ozelti uygulamasi ile elde edildigi gozlenirken, beyinde en yliksek AUC
degerinin ise nanopartikiillerin intranazal uygulanmasi ile elde edildigi tespit

edilmistir.

EH’nin Wistar Albino ratlara ¢ozelti ve F1 formiilasyonu icerisinde, intravendz
ve intranazal uygulanmasi sonucu beynin TNC kismindaki c-fos mRNA ve P maddesi
diizeylerinin tespit edilebildigi ve etken madde uygulanmasinin bu parametrelerde

degisime neden oldugu belirlenmistir.

Literatiirde belirtilen GTN subkiitan enjeksiyonunungalismamizda kullanilan
ratlarin P maddesi ve ¢ fos mRNA seviyelerini arttirdig1 ve bu nedenle uygulamanin
literatiirde belirtildigi gibi ratlarda migren olusturmada uygun bir model oldugu tespit

edilmistir.

Beyinde en yliksek AUC degeri bulunan F1 formiilasyonunun hem P maddesi

hem de ¢ fos mRNA seviyelerinde en yiiksek degisime neden oldugu tespit edilmistir.

Ozellikle in vivo migren etkinlik ¢alismasi yapilan F1 kodlu nanopartikiil

formiilasyonunun burun i¢ine uygulanmasinin; kontrollii bir sekilde salim yaparak
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hasta uyuncunu arttiracagi, sistemik tedaviye bagli yan etkilerle olasi ilag
etkilesimlerini azaltacagi ve beyine etken madde gecisini arttirarak migren agrilar

tizerinde etki saglayacag diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, yukarida belirtilen ideal formiilasyonun (F1), in vitro bulgulan,
in vivo farmakokinetik ve etkinlik ¢alismalar1 g6z 6niine alindiginda; migren tedavisi

icin uygun bir formiil oldugu tespit edilmistir.
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