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Gunumuzde dunya c¢apinda yaklagsik 46 milyon demansl bulunmaktadir.
Hastaligin nedeni bilinmemektedir ve gliinimuzde dejeneratif prosesi durduracak
ya da yavaslatacak bir tedavi ydntemi yoktur.® Ancak kullanilan semptomatik
tedavi yaklagimlari ile temel olarak hastanin yagsam kalitesini arttirmak, hastaligin
biligsel fonksiyonlarini iyilestirmek, duygusal ve mental degisiklikleri kontrol altinda
tutmak amaclanmaktadir.> Donepezil, Alzheimer Hastali§i tedavisinde kullanilan
reversibl bir kolinesteraz inhibitoradur. Kolinerjik sistem o6grenme, hafiza ve
Alzheimer Hastaligr’ nda kolinerjik disfonksiyondan kaynaklanan siddetli hafiza
bozukluklarinda ~ &nemli  bir rol oynamaktadir.’° Geleneksel tasima
mekanizmalarindaki yetersizlik nedeniyle ilag molekullerinin kan beyin bariyerini
gecgebilmesi icin kan beyin bariyerinin osmotik olarak agilmasi ya da ilag tasiyici
sistemlerin geligtirilmesi gibi yeni stratejilere ihtiyag duyulmaktadir. Kan beyin
bariyerini atlatan girisimsel teknikler arasinda ila¢ tasiyici nanoboyutlu sistemlerin
kullanimi ve intranazal yol bulunmaktadir.® Polimerik nanopartikiiller nanometrik
boyutlariyla ilaglar in vitro ve in vivo bozunmadan korurlar, ilaci kontrolli bir
sekilde salabilirler ve ilag hedeflendirme olasiligi sunarlar. *



Bu calismada, Donepezil etken maddesi yUkli PLGA nanopartiktlleri ¢dzicu
buharlastirma teknigi ile hazirlanmigtir. Nanopartiktl hazirlanmasi igin birden fazla
teknik denenmis ve bu tekniklerin nanopartikllleri hazirlamadaki etkinlikleri
gOzlemlenmistir. Donepezil etken maddesi yukli PLGA nanopartikullerini
hazirlamak icin belirlenen optimum teknikte partikil boyutunu etkileyen
parametreler incelenmigtir. Hazirlanan nanopartikillerin karakterizasyonu igin
HPLC, FTIR, partikil boyutu dlgimleri gerceklestiriimis, partikil hazirlama verimi,
enkapsulasyon etkinligi ve ylklenme oranlari hesaplanmigtir. Ayrica Donepezil
etken maddesinin HPLC metodu ile tayin edilebilmesi igin analitik metot
gelistirilmis ve dogrulugu kanitlanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Donepezil, PLGA, Alzheimer Hastaligi, Nanopartikul, HPLC
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There are about 46 million dementia worldwide today. The cause of disease is
unknown and there is currently no treatment to stop or slow the degenerative
process. However, there are some symptomatic treatment approaches to
partially improve the cognitive functions of Alzheimer s Disease, to control
emotional and psycologycal changes, and to improve the quality of life of patients
with clinical practice. > Donepezil is a reversible cholinesterase inhibitor used in the
treatment of Alzheimer’ s Disease. The cholinergic system plays an important role
in learning, memory, and severe memory impairment due to cholinergic
dysfunctions in Alzheimer s Disease. * New strategies are needed, such as
osmotically opening the blood brain barrier or devoloping drug delivery systems, in
order for drug molecule to bypass the blood brain barrier because of the
inadequacy of traditional transport mechanisms. Interventional techniques that
bypass blood brain barrier include the use of drug carrying nanoparticle systems
and intranasal pathway.! Polymeric nanoparticles protect nanoparticles in vitro and
in vivo degradation, release drugs in a controlled manner, and offer the possibility
of drug targeting.”*

In this study, PLGA nanopatrticles loaded with Donepezil agent were prepared by
solvent evaporation technique. Several techniques have been tried for preparation
of nanoparticles and the activity of these techniques in preparing nanoparticles
has been observed. Parameters affecting the particle size were investigated and
reported in the optimal technique for preparing Donepezil active substance loaded
PLGA nanoparticles. For the characterization of the prepared nanoparticles,
HPLC, FTIR, particle size measurements were performed, particle preparation
efficiency, encapsulation efficiency and loading rates were calculated.
Furthermore, the analytical method has been developed and its validity proved to
be able to determine the Donepezil drug substance by the HPLC method.
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TESEKKUR

Bana bu firsati verdigi icin saygideger danigmanim, eski direktorim Sn. Yilmaz
CAPAN’ a, ihtiya¢c duydugum her durumda bilgi birikimini ve teknik destegini
esirgemeyen Sn. Adem SAHIN’ e, yardimlari icin Sn. Sedenay AKTAS’ a, higbir
zaman destegini esirgemeyen ve tim imkanlariyla yanimda olan aileme, sabri,

anlayigi ve sevgisiyle elimi tutan esim Semih SAHAN’a tesekkurl bir borg bilirim.
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1.GiRIS

1.1. Alzheimer Hastaligi Genel Gorinum

Son yillarda saglik alaninda yagsanan gelismeler sayesinde ortalama insan
omrunde artis olmustur. Ortalama yasam beklentisindeki artis 65 yas ve Uzeri Kisi
sayisinin ¢ogalmasiyla sonuglanmistir. ileri yaslardaki nifusun popilasyonunda
meydana gelen artis 6zellikle orta yasin Ustiinde gézlemlenen demans gibi yada
demansin onculik ettigi birtakim hafiza problemlerinin  goérilme oranini

yiikseltmistir.>

Demans kelimesi Latince kokenlidir. Kelime olarak akhn yitiriimesi anlamina
gelmektedir. Baglica belirtisi kiginin mental ve sosyal butunlugunan gunlik yasami
etkileyecek derecede yikilmasi olan bellek bozuklugu olarak tanimlanabilir. Bellek
bozuklugunu takiben dil ve konusma, gorsel ve alansal beceriler, anlama, dikkat
ve odaklanma, problem ¢6zme gibi fonksiyonlar da bozulur. Akabinde davranis
degisiklikleri, kisilikteki farklilasmalar, psikiyatrik semptomlar da gdézlemlenen

belirtilere eklenebilir.®

Guniimiizde diinya capinda yaklasik 46 milyon demansli bulunmaktadir.
Demansin en yaygin nedeni Alzheimer Hastalidr’ dir (AH) . 20. yuzyilin
baslarindan beri AH hakkinda arastirmalar yapilmaktadir. Hastalik ilk defa Alois
Alzheimer tarafindan tanimlanmistir (1906) . * AH; SSS (Santral Sinir Sistemi) ’ nin
cesitli kisimlarinda sinaps ve néron kayiplarindan dolayi ortaya gikan®, dncelikle
yuksek entellektiel fonksiyonlarda ve buna bagli olarak dislinme ve davranislarda

gorilen, defektif dzelliklerle karakterize, sinsi gelisen bir hastaliktir.?

Demans gorulme sikhginin 6zellikle ilerleyen yaslarda, her 5 yilda bir 2 katina
ciktigi raporlanmistir. °,*° Tim demansl hastalarin % 50-75'ini AH olustururken 8

65 yas uzeri kisilerde % 3-11 oranlarinda bir prevalansa sahip olmakla birlikte, 85
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yasin Uzerindeki bireylerde % 20 ila 47 oranlarinda g('jrijlmektedir.ll Erken
baslangich AH turleri otozomal dominant gegislidir. Bu turler tim olgularin yaklasik

olarak %3 ila 5’ini olusturmaktadir. *?

Tahminlere gore dunya genelinde yaklasik olarak 15 milyon AH bulunmaktadir. Bu
oran Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) 4 milyon olmakla birlikte bu deger
tahminlere gore Turkiye genelinde yaklasik olarak 250000-500000 arasindadir.

2050 yilinda ABD’ deki AH sayisinin yaklasik bes milyon olacagdi 6ngoértlmektedir.
5

65 yas Uzeri 1255 hasta ile Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklari
Anabilim Dali Geriatri Unitesi Poliklinigi'nde gerceklestirilen bir ¢alisma ile tim
hastalarin % 4,8’inde Alzheimer digi deman ve % 8,2’sinde ise AH kaynakli

demans oldugu tespit edilmistir. >

‘Tarkiye Alzheimer Hastaligi Prevalansi Calismasi’ adi altinda gergeklestirilen
bagka bir calismda 70 yas Uzerindeki kisiler arasindaki AH gérilme oraninin % 11

oldugu tepit edilmistir.”

Dinya Saglk Orglti'ne (WHO) gére diinya Gzerinde AH 600 milyar dolara mal
olmaktadir ve 2050 yilina kadar 6zellikle yasli populasyonda AH gorilme oraninin
yaklasik 3 kat artmasi beklenmektedir. Hastaligin nedeni bilinmemektedir ve
gunumuzde dejeneratif prosesi durduracak ya da yavaslatacak bir tedavi yontemi

yoktur.*

AH sinsi baglayan ve yavas seyreden bir klinige sahiptir. AH kesin tanisi biyopsi
yada olum sonrasinda otopsi ile koyulabilmektedir. AH kliniginin en belirgin
Ozelliklerinden birisi radikal tedavisinin olmamasidir. Ancak hastanin yasam
kalitesini arttirmay! amaclayan bir takim semptomatik tedaviler mevcuttur.” Ancak
yine de AH’ a kargi uygulanan koruyucu ve terapotik stratejilerin gogu hala ¢ok

sinirlidir ve daha etkili stratejilere ihtiyag duyulmaktadir.™®

AH kesin tanisi demansli hastalar igin biyopsi yada o6lim sonrasi otopsi

sonucunda AH patolojik bulgularinon saptanmasi ile koyulabilmektedir. AH'na
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O0zgu patolojik bulgular sinaps kaybi, noron kaybi, norofibriler yumaklar, norotik
plaklar, grantlovakuolar dejenerasyon, Meynertin Bazal Nukleus'unda kolinerjik
hiicre kaybi, aterosklerotik degisikliklerdir.**> Gelismis (ilkelerde AH 4. dnde gelen

6lim nedeni olmustur.?

Alzheimer hastalarinin ortalama yasam sureleri tani konulmasini takiben yaklagik
5-20 yil arasidir (ortalama 8,1) . Bu sure iginde hastalar butiin biligsel iglevlerini

kaybeder, yataga bagimli ve gevrelerine cevap veremeyecek hale gelirler. *

Patolojik olarak kesin Alzheimer tanisi, biyopsi veya otopside alinan doku
incelemesi sonucunda koyulabilir. Klinik olarak koyulan AH tanisi kesin degil olasi
AH tanisidir. Klinik AH tanisinin dogruluk oranini hasta dykusu, fiziki ve norolojik
muayene, laboratuvar incelemeleri, gorintileme teknikleri, néropsikolojik testler

yaklasik % 85-90’lara varan bir oranda yiikseltmektedir. *2
1.2. Alzheimer Hastaligi’'nda Genetik ve Diger Risk Faktorleri

Beyindeki néron olarak adlandirilan sinir htcrelerinin bozuklugu ve sonunda dlumu
bireylerin hafizasini, fonksiyonel ve kognitif yeteneklerini sonunda da ylrime,
cigneme gibi yeteneklerini dogrudan etkiler. Beyindeki ndron ve sinapslarin
hasarina bagl olarak AH'nin belirtileri kisa sureli hafiza kayiplari, isimleri
hatirlayamama, cevap verme guclugu, kafa karigikhdi, davranigsal degisiklikler,
fiziksel bozukluklar olarak gortlebilir. Bu belirtilerin sebebi genetik ve genetik digi

faktorlerdir.t

AHnin gelismesindeki kesin risk faktorleri; yas, aile gecmisi ve Kkisinin

apolipoprotein E (Apo E) €4 aleline sahip olmasidir.®

Major genetik olmayan etkenler; ileri yas, obezite, travma ve kardiyovaskuler

hastaliklardir.!

AH’nda rol alan baglica faktérlerden en 6nemlileri gevresel ve genetik faktorlerdir.
AH’nda s6z konusu olan otozomal dominant gecis % 2-5 oraninda 21. , 14. ve 1.

kromozomlardaki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir.®



Alzheimer hastaliginin molekuler genetik temeli incelendiginde 4 subtipine

rastlanmistir.®

AH1 Subtip: 21. kromozomda Amiloid Perktrsoér Proteini (APP) gen mutasyonu
AH2 Subtip: 19. kromozomda Apo E €4 aleli

AH3 Subtip: 14. kromozomda Presenilin-1 (PS1) gen mutasyonu

AH4 Subtip: 1. kromozomda Presenilin-2 (PS2) gen mutasyonu

AH’nda amiloid beta (ApR) peptid seviyelerinin arttigi bildiriimektedir. Bu artigin
nedeni 21. kromozomdaki APP ve 1. kromozomdaki PS2 genlerinin mutasyonlari

oldugu bildirilistir. *°

PS1 genindeki mutasyonlar sonucunda, APP hatali bolinmektedir ve bu da toksik
AB uUretimiyle sonuglanmaktadir. Diger yandan PS1 genindeki mutasyon sonucu
Tau Proteinleri hiperfosforile olmaktadir ve bu durum da nérofibriler yumak

olusumuyla (NFY) sonuclanmaktadir.*®

19. kromozomda bulunan Apo E geni ise ge¢ baslangigh AH'nin olusumunda
onemli rol oynamaktadir. Apo E geninin €2 aleli AH riskini azalttigi, €4 alelinin ise
AH riskini arttirdigi bildirilmistir. Bu nedenle Apo E geninin €2 aleli koruyucu alel

olarak bilinirken €4 aleli amiloid plak ve NFY olusumuna neden olmaktadir.*®

AH’ nin temel mikroskopik degisiklikleri néron kaybi, amiloid plaklar ve norofibriler

yumaklardir.*

Norofibril yumaklar mikrottibdl baglantili protein olan Tau’nun hiperfosforillenmis
seklini iceren, hucre govdelerinde ve dentritlerde biriken ¢ift sarmal iplikgik
yiginlarindan olugsmaktadir. Hiperfosforile olan Tau Proteini’ nin mikrotubullerle
etkilesiminin azalacadi ve hucre islevlerinde bozukluk meydana gelebileceqgi
bildirilmistir.*



Hucresel kompartimanlarda birikmis norotoksik AR mitokondriyal ve sinaptik
hasara neden olmakta ve Tau Proteini’ nin hiperfosforilasyonuna yol agcmakta ve

bdylece hiicresel fonksiyonlara zarar vermektedir. *°

Normalde fizyolojik kosullarda 6drenmeye yardimci olan ve dikkati arttiran
asetilkolin (ACh) seviyeleri AH esnasinda degisiklikler gostermektedir. AH'da ACh
sentezinde dusus meydana gelmektedir. ACh sentezindeki dugsukluk kolin geri
aliminda azalmaya, kolinasetiltransferaz (CAT) enziminin miktarinin ve iglevinin
dismesine, Kkolinerjik néronlarda ve aksonlarda hasar olusmasina, korteks ve
hipokampusa projekte olan kolinerjik néronlarda meydana gelen kayiplara bagli
oldugu rapor edilmistir.'® Kolinerjik eksiklik AH’nin en temel patolojik dzellklerinden
biridir. Bu eksiklik AH nin primer semptomlari olan biling ve hafiza ile kaybi
iliskilidir.*3

Ozellikle immobilizasyon nedeniyle hastalarin bakima muhtac hale gelmeleri,
sanayilesmis Ulkelerde yasam suresi ortalamalarinin yukselmesiyle birlikte AH’ni

lizerinde en cok calisilan hastaliklardan biri yapmistir.®

AH’na karsi birtakim genetik olmayan koruyucu faktérler bilinmektedir. Erken
donemde menapoza girdikten sonra, Ostorojen alan kadinlarin AH agisindan
diisuk risk tagimaktadir. inflamasyon da AH patolojisi igin énemli bir bilesendir.
Non- steroid antiinflammatuar bilesiklerin AH’nin gelisme riskini azalttidi

disiinilmektedir. ©

AH icin diger olasi risk faktorleri Down sendromu, dusuk egitim seviyesi, biling
kaybl ile birlikte seyreden kafa travmalari, atriyal fibrilasyon, aterosklerotik karotid
hastaliyi, miyokard infarktis ©ykusl, cinsiyet ve fazla bilissel aktivite
gerektirmeyen islerde calisma, hipertansiyon, diabetes mellitus, depresyon,

instline bagiml diyabet hastaligi bulunmaktadir.*°®

1.3. Alzheimer Hastaligi’'nin Tedavisi

Yaklasik olarak yuz yildir bilinen ve Gzerinde ¢aligsiimakta olan AH’nin radikal bir

tedavisi hentz yoktur. Ancak klinik uygulamalarla duygusal ve zihinsel
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degisiklikleri kontrol etmek, hastalarin biligsel fonksiyonlarini iyilestirmek gibi
Ozetle Alzheimer hastalarinin yasam kalitelerini arttirmasi amaclanan bir takim

semptomatilk tedaviler gelistirilmis ve uygulanmaktadir.®
AH’nda temel olarak 3 tedavi yaklasimi bulunmaktadir:®

1) Biligsel semptomlarin tedavisinde farmakolojk yaklagimlar:

Biligssel semptomlarin tedavisinde farmakolojik amacla kullanilan ilaglar iki tarlG etki
edebilirler. Bunlardan biri beyinde azalmis olan kolinerjik ndrotransmisyonun
arttinimasi, digeri ise  glutaminerjik  noérotransmisyonun  azaltilmasi/
zayiflatilmasidir. Kolinerjik etkili ilaglar AH esnasinda karsilagilan biligsel yikimin
tedavisinde kullanilan baslca ajanlardir. Kolinerjik etkili ilaglar; kolinesteraz
inhibitorleri, nikotinik ve muskarinik agonistler ve asetilkolin salimini dolayh
etkileyen ajalardir .> AH esnasinda ortaya cikan bilissel yikima ydnelik kullanilan
ikinci ilag grubu ise NDMA antagonistleridir. Memantin AH nedeniyle gelisen asiri
glutaminerjik etkinligin azaltilmasi amaglanarak geligtiriimis, FDA onayl almis,

nonkompetitir bir NDMA reseptdr antagonistidir. °

2) AH’nin ilerlemesini yavaslatan farmakolojik yaklagimliar.

3) AH’nin farmakolojik tedavisinde gelecekteki yaklagimlar.

Kolinerjik olarak yerine koyma tedavisi AH tedavisinde etkin olan ilk semptomatik

tedavi cesitidir. *2
1.4. Alzheimer Hastaligrnin Tedavisinde Kullanilan ilaglar

Alzheimer hastaliginda kullanilan ilaglari tic temel gruba ayirabiliriz:**



Alzheimer

Merkezi
Kolinerjik Etkili
llaclar

Kolinesteraz
Inhibitorleri

Tedavileri
]
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7
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Inhibisyonu
\
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Nikotinik
Agonistler
Monoamin
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Sekil- 1: Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan ilaglar **
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Sekil- 2: Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan merkezi kolinerjik etkili

ilaglar **

1.5. Alzheimer Hastaligi’'nda Donepezil’ in Etkinligi

AH tedavisinde simdiye kadar FDA tarafindan onaylanmis dort adet kolinesteraz

inhibitora ve bir adet N-metil-D-aspartat (NMDA) antagonisti vardir.

FDA onayli dort kolinesteraz inhibitori: takrin, donepezil, rivastigmin ve

galantamindir.
FDA onayl N-metil-D-aspartat (NMDA) antagonisti ise memantindir.”

AH’nda uygulanan tedavi yaklagimlarindan baslica beklentiler hastaligin nedeni
olarak gelismis patolojik kaynagin tedavi edilmesi, hastaligin ilerleyisinin

durdurularak kisinin eski normal yagsamina geri donmesidir. Ancak gunumuzde
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kullanilan tedavi stratejileri ile AH’nin radikal olarak tedavi edilmesi olanak
dahilinde degildir. Son yillarda ortaya g¢ikan daha etkili maddelerle hastaligin
semptomlarini iyilestirecek, ilerleyisini bir nebze yavaslatacak, hastanin gunluk
aktivitelerini dlizeltecek semptomatik tedavi ydontemleri gelistiriimektedir. AH'nin
tedavisi bilissel fonksiyonlarin tedavisi ve psikolojik semptomlarin tedavisi olmak

lizere iki baslikta toplanabilir.*

Bilissel islev bozuklugunun tedavisi i¢in kullanilan etkin maddeler zayiflamis
kolinerjik  norotransmisyonu guglendirmek ve artmig olan glutaminerjik
norotransmisyonu zayiflatmak olmak Gzere iki temel mekanizma ile etki
gOstermekte, bu amagla en ¢ok rivastigmin, donepezil ve memantin

kullaniimaktadir.!

Ayrica Alzheimer hastalarinda gorulen davranis degisiklikleri ve psikiyatrik
belirtileri kontrol altina almak igin antidepresan, antipsikotik ve sedatif/ hipnotik

ilaglardan da yararlaniimaktadir.

Kolinesteraz inhibitorleri AH tedavisinda siklikla kullaniimaktadir. Kolinesteraz
inhibitorleri kolinerjik sinapslarda ACh miktarini yikseltir ve bu vesileyle de
kolinerjik norotrasnmisyonu guclendirerek tedavi saglarlar. AH tedavisi amaciyla
gelistirimis ve Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) onayini almis kolinesteraz

inhibitorleri Donepezil, Takrin, Galantamin ve Rivastigmin’ dir.1°

Kolinesteraz inhibitérleri ginimizde en fazla denenmis ve en c¢ok kullanilan
kolinerjik ilaglardir. Enzimi donusumli yada donusimsuz olarak inhibe edebilirler
ve bu sayede asetilkolinin hidrolizini engellerler. Kolinesteraz inhibitorlerinin

farmakolojik etkileri 4 ana baslik altinda incelenebilir;

1) Nikotinik ve muskarinik etki ile santral kolinerjik sinapslardaki asinimi

iyilestirmek,

2) Nikotinik reseptor aktivasyonu ile toksik APP urinld olan AB olugsmasini

engellemek,



3) Toksik AB olusumunu M1 reseptor aktivasyonu ile engellemek,

4) Muskarinik reseptorleri uyarma sonucunda buyume faktorlerinin sentezini

arttirmak.®
Kolinesteraz inhibitorleri ;

e Birinci kusak kolinesteraz inhibitorleri; fizostigmin, takrin
e Ikinci kusak kolinesteraz inhibitérleri; rivastigmin, donepezil, metrifonat,

galantamin, eptastigmin
olarak sayilabilir.®
Kolinesteraz inhibitoleri:

e Reversibl olanlar; takrin, donepezil, galantamin
e Psodoreversibl olanlar; fizostigmin, eptastigmin, rivastigmin

e Irreversibl olanlar; metrifonat
seklinde de siniflandirilabilmektedir.”

Donepezil AH tedavisinde kullanilan reversible bir kolinesteraz inhibirtortudar.
Kolinerjik sistem ogrenme, hafiza ve Alzheimer hastaliginda kolinerjik
disfonksiyondan kaynaklanan siddetli hafiza bozukluklarinda 6nemli bir rol

oynamaktadir.®
1.6. Donepezil Etken Maddesi

Donepezil, ((RS)-2-[(1-benzil-4-piperidil) metil] -5,6-dimetoksi-2,3-dihidroinden-1-
on) ( Sekil- 1) FDA onayini alan (1996) ikinci kolinesteraz inhibitéri ve piperidin
tirevidir.>® Donepezil, yapisal olarak diger bilesiklerden farklidir ve halen AH
tedavisi amagli olarak c¢alisiimaktadir. Donepezil halihazirda piyasada gunlik oral
tek kullanim oraninda tablet ve kapsul formunda bulunmaktadir (5 mg/gun ya da
10 mg/giin) .>** Temel olarak hidrokloriir tuzu olarak bulunur.*® Beyaz kristalin

tozdur. Su, metanol, diklorometan, kloroform ve glasiyel asetik asitte ¢ozundar,
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etanolde ve n-butanolde ¢ok az ¢o6zunur, asetonitril ve asetonda ¢ok az ¢dzundr,

16,15,13

pratikte etil asetat ve n-hekzanda ¢ozinmez. Emprik formuld

C24H29NOsHCI, molekdiiler agirhgi 415,95 ve erime noktasi 218- 220°C’dir. ** **

Sekil- 3: Donepezil HCI*'

Doéndsumlld, non-kovalent, piperidin  yapisinda, ikinci kusak kolinesteraz
inhibitérlerindendir. Donepezil néronal asetilkolinesteraza segcicidir. Merkezi etkisi
diger kolinesteraz inhibitorlerinden daha fazladir. Karaciger tarafindan metabolize
edilmektedir. Oral alimini takiben 3 saat sonunda plazmadaki en ytksek duzeyine
ulasmaktadir. Plazma proteinlerine baglanma orani % 96’dir. Donepezil'in santral
sinir sisteminin asetilkolinesterazlarina yulksek oranda segiciliginin olmasi bir
Ustinliiktir. Daha az yan etkisi vardir. Ornegin Takrin’in ok ciddi hepatotoksik yan
etkileri olmasi nedeniyle ilag kullanimi suresince karaciger enzimlerinin
monitorizasyonu gereklidir. Donepezil kullaniminda bunun gibi bir durum so6z
konusu degildir. Donepezil kullaniminda ilag bagimli etkiler orta ve hafif oranda
g6zlemlenmekle birlikte gegici olmaktadir. Donepezil kullanimi ile birlikte hastanin
bilissel bozukluklarinda dizelme ile birlikte, davranigsal bozukluklarda da iyilesme
gozlemlenir. Bunlarin yaninda ¢ok ender de olsa davranigsal sorunlarin artabildigi
gozlemlenmistir. Donepezil'in kullanim yarari diger kolinesteraz inhibitorleri ile
kiyaslanabilir dizeyde olmakla birlikte hem yan etkilerinin daha az olmasi hem de
farmakokinetik agidan uygun bulunmasi orta ve hafif seyreden AH tedavisi igin ilk

secenek olarak degerlendirilmesini saglamaktadir. °

Donepezilin eliminasyon yari omru yaklasik 70 saat olmakla birlikte oral

biyoyararlanimi neredeyse % 100°dir.*?
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Asetilkolin tarafindan sentezlenen kolin asetil transferazin aktivitesi korteks ve
hipokampusteki etkinliginin Alzheimer hastasi beyinlerde belirgin sekilde dusmus
oldugu bilinmektedir. Kolinasetil transferaz tlketiimesi de bilissel rahatsizhgi
siddetli bir sekilde dogrulamaktadir. Kolinesteraz inhibitorleri asetilkolinin hidrolizini
Onleyebilmektedir ve kolinerjik transmisyonu arttiracak olan sinaptik yariktaki

asetilkolin konsantrasyonu artirabilir.?

1900 hasta Uzerinde plasebo kontrolli olarak dort farkli kolinesteraz inhibitérinin
karsilastiriimasi amaciyla gerceklestirilen bir calismada Donepezil'in hastalar
tarafindan iyi tolere edildigi, organ toksisitesine neden olmadigi ve laboratuvar

testleri sonucu herhangi bir anomali olusturmadigi belirtilmistir.>

Bir bagska calismada Takrin ve Donepezil karsilastiriimistir. Bu ¢alismada 205
hasta kullanilarak ¢alismalar yartttlmustir. Bu ¢alismanin sonucunda Donepezil’

in etkinliginin Takrin’den daha iyi oldugu bildirilmistir.
1.7. Kan Beyin Bariyeri

Kan Beyin Bariyeri (KBB) ; kan dolasimi ve santral sinir sistemi (SSS) arasindaki
dinamik, fiziksel ve biyolojik bir bariyerdir. KBB, beyni patojenlerden ve istenmeyen
molekullerden koruyan, segiciligi yuksek ve etkili bir duvardir ancak ayni zamanda
terapotik ve diagnostik ajanlarin beyne tasinmasi igin asiimasi gereken en blyuk

engellerden biridir.

KBB, AH tedavisindeki en édnemli engellerden birini olusturmaktadir. Bu bariyerin
ustesinden gelmek igin; on-ilag/ko-ilag tasiyici sistem formulasyonlari, antibadiler
gibi partikdl tasiyici sistemler, lipozomlar ya da nanopartikuller (NP) gibi bir ¢ok

strateji gelistirilmistir.>

Kan ve beyin arasinda segici- gegirgen bir yapi oldugu fikrini ilk defa Paul Elrich
ortaya siUrmistir (1880) .’ Tripan mavisi intravenéz olarak hayvanlara
uygulandiginda beyin hari¢ diger organlarin boyandigi goéruldi. Broman, KBB’ni
(1940) beyin kapiler endotel hucrelerinin sahip oldugu spesifik yapi ile

aciklamistir.’® Viicuttaki en biyiik yiizey alani olusturan KBB (20 m?) , devamli ve
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neredeyse gecilmez bir hicresel bariyer olusturarak ksenobiyotiklerin ve endojen

maddelerin gegisini diizenleyen ve sinirlayan siki kavsaklar ile karakterizedir.*

MSS (Merkezi Sinir Sistemi) hastaliklarina karsi etkili ilaglar gelistirebilmek igin

KBB’ nin fonksiyonlarinin tamamen anlasiimasi gerekmektedir.*®

Beyin tUm metabolik ihtiyacini kandan aldigi ve olugsan butin metabolik atiklarini
kana verdigi icin kan beyin bariyeri gegirgen olmak zorundadir.” KBB istenmeyen
molekulleri aktif bir sekilde beyinden uzaklastirma ve beyne girislerini engelleme
yeteneklerine sahiptir; gerekli besinlerin, uyarici molekullerin ve immun hucrelerin

beyin icerisine akisini diizenler.*

Beyin kapiler duvar kalinhginin diger kapiller duvarlara gore yaklasik %39
oraninda daha incedir. Beyin kapiler duvarinda pinositik vezikll sayisi yedi kez
daha az oldugu gosterilmistir. Duvar kalinhigindaki bu degisikliklerin, besinlerin
beyin parankimine girisini belli sinirlar iginde tutacagr dusuncesi kabul
edilmektedir.®

KBB’ nin esas yapisini tight junction (siki kavsak) kompleksi (TJ) adi verilen siki
baglantilarin olusturdugu c¢ok iyi bilinen bir gergektir. Bu kompleks yapinin ana
bilesenleri TJ, okludin, klaudin, zonula okludinler ve kavsak yapigsma molekulleri
en c¢ok calisilan konulardir. KBB, TJ yapilarindaki kopmalar inme, AH, HIV
ensefaliti, bakteriyel menenijit, multiple skleroz gibi bir cok MSS hastaliginda Kilit

rol oynamaktadir.®

KBB, beyin hucrelerine madde gecisini hem fiziksel tight junction (TJ) : siki
baglantilar, hem de metabolik (enzim) bariyeri sayesinde ¢ok siki kontrol edilir.

Boylece terapétiklerin beyne yayilimi belli sinirlarda tutulur.*®

KBB beyne homeostatik kendi kendini koruma mekanizmasi saglarken ayni
zamanda ilag tasima agisindan asilmaz bir engel olusturarak norolojik hastaliklarin
tani ve tedavisini zorlastirir.! Suda ¢oziinen maddelerin kandan merkezi sinir
sistemine ge¢mesini ve serebral parankime penetrasyonunu kisitlayan en énemli

engel kan beyin bariyeridir.”
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KBB'ni olusturan baslica bilegsenler: perisitler, kapiler damarlarin endotel hicreleri,
astrositler, bazal membran, koroid pleksus, pia-araknoid zarlar.'®
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Yol Yol Proteinlex Araah Endositosis OAT Geni
(Hidrofilik) (Lipofilik) - — Eundositosis Pompalan
plirinler
. o v
Sulaciziinen  Yodlacizinen VYV v S ADumin & diger Aktif maddeler &
Kan Ajanlar “- Tagiyica porieinler transferrrin 'l:'."u'""w"‘ o":"”‘"y‘mr
® e ™ * Katyonizasyon H Oo 000
@ powagewn Wy ( ( X e T o ?‘o
( :igl; 423 LTI A A
Hpev @) s EL
N o OAT
/| Endorel
V] D

sila " Hucrelen
Javgak-|)
Jar

et
Bovis \.' wo.n-/ v

Sekil- 4: Kan beyin bariyerindeki cesitli gecis mekanizmalari*®

Terapotik bilesenlerin beyne ulagmak icin pek ¢ok membrani gecmesi gerekir.
Ancak hemen hemen butun yuksek molekul agirlikli ilaglar (> 400- 600 Da) ve
diistik molekul agirlikli ilaglarin % 98’i KBB'ni gegemez. ilaglarin yagda ¢ézinrlik
ve molekul agirhgr gibi fizikokimyasal ozellikleri KBB’ni ne kadar gececegini

belirler.!

Beyin kapilerini olusturan endotel hicrelerdeki TJ- siki baglanti bolgeleri KBB
endotel hucreleri arasinda yuksek bir elektrik direnci olugsmasina neden
olmaktadirlar. Dokulardaki elektrik direnci normal dokularda 3- 33Q/ cm?
degerlerinde olmakla birlikte KBB'nde 1500-2000 Q/cm? degerindedir. Bu durum
hlcrelerarasi gecirgenligin dusmesine neden olmaktadir. Bu bolgede molekuler
agirhgr 10000’in  altinda olan molekdllerin gegmesine izin verecek sekilde
fenestresyon yada porlar bulunmamaktadir. Periferik kapilerden baslica farkli

ozelliklerden biri de budur. 8
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Sadece fizyolojik pH'da iyonize olmayan, lipofilik ve dusuk molekul agirlikli (<400
Da) ilaglar KBB'ni diflizyon mekanizmasi ile gecerler.! KBB’nde interselliiler
araliklar 200 A° genigligindedir ve dokularda ¢6zinmus olan maddelerin gegisine

olanak saglarlar.*®

Geleneksel tasima mekanizmalarindaki yetersizlik nedeniyle ilag molekullerinin
KBB’ni gegebilmesi i¢cin KBB’nin osmotik olarak agilmasi ya da ila¢ tasiyici

sistemlerin gelistiriimesi gibi yeni stratejilere ihtiyac duyulmaktadir.*

Terapotik ya da diagnostik ajanlarin KBB’nden etkili ve basaril bir sekilde gegcmesi
icin etkin maddenin molekul agirigi, yapisal konformasyonu, molekil yukd,
lipofilikligi, konsantrasyon gradyani, formulasyonda kullanilan polimer, hucresel
proteinlere afinitesi, dokunun patofizyolojik durumu ve etkin madde ya da dozaj

formunun reseptérlere afinitesi gibi pek cok faktér géz dniinde bulundurulmahdir.*

Molekullerin KBB’ni asabilmesi igin ¢ok farkli yodntemler denenmistir. Bu
calismalar; direkt intrakraniyal, intraserebral ya da intraventrikiler inflzyon ya da
depo formulasyonlarin intraventrikiler implantasyonu gibi KBB’ni atlatan girisimsel
teknikler, KBB permeabilitesinin osmotik agilma gibi yontemlerle gegici olarak
arttinimasi, ilaclarin kimyasal modifikasyonu, ilag molekullerinin permeabilitesini
artiracak in siliko teknikler, ilag tagiyici nanoboyutlu sistemlerin kullanimi, KBB’ni
gecemeyen bir molekuli KBB’ni gegebilen bir molekulle birlestirme yoluyla
gerceklestirilen Truva ati teknigi ve intranazal yol gibi KBB’ni atlayacak alternatif
uygulama yollarinin  kullanimi  olarak siralanabilir.® Endotelyal hiicrelerin
sitoplazmasinin yogunlugu tekduzedir. Fenestra bulunmaz ve pinositik vezikdl

sayisi ¢ok azdir.

KBB'ni gegmesi gereken bir madde kapiler endotelden, internal sitoplazmik
alandan gec¢melidir, daha sonra albuminal membrani asarak perisitlere veya bazal
laminaya gelmek ve bunlari da agsmak zorundadir. Bu konuyla ilgili olarak kabul
gbren U¢ adet teori mevcuttur. Bu teoriler sirasiyla vezikller kanallar, birlesme
bolinme ve transitozis teorilerdir. Patolojik durumlardada bazal membranin
surekliliginde bozulma meydana gelir. Vezikul sayisinin artmasiyla birlikte, iyonlar

ve proteinler beyne gecerler.'®
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Kapiller endotel hicrenin luminal yuzeyinden sitoplazmaya giren bazi ilaglar ve
norotransmitterler burada farkli enzimlerle etkilesime girerek inaktif formlarina
donusir ve bdylece beyine besin gegisleri engellenir. Bundan dolayi serebral
endotellerde enzimatik bir bariyer vardir. Bu enzimatik bariyer sayesinde besin ve
ilaglar metabolize edilirler. Kan ile tasinan maddeleri metabolize eden gama
glutamil transpeptidaz, aromatik asit dekarboksilaz ve alkalen fosfataz gibi

enzimler bulunmaktadir.*®

Maddelerin KBB’nden gegisini ve beyne girislerini etkileyen parametreler primer

faktorler ve sekonder faktorler olmak tizere siniflandirilabilirler.®

Maddelerin KBB’den gegisini ve beyne girislerini etkileyen baslica primer faktorler;
maddenin  molekuler agirhgi, hilcrenin  enzimatik sabitligi, molekulin
konformasyonel degdisim kabiliyeti, hlcresel sekresyon, hidrojen baglama
potansiyeli, akima kargi afinite, tasiyicilara karsi afinite ve mevcut patolojik

durumlarin etkisidir.*®

Maddelerin KBB’den gecisini ve beyne girislerini etkileyen baslica sekonder
faktorler veya periferik faktorler ise sistemik enzimatik sabitlik, plazma protein
badlayicilarin afinitesi, serebral kan akimi ve mevcut patolojik durumlarin

etkisidir.'®

KBB’'nde tasima sekilleri; basit difizyon, kolaylastiriimis diflizyon, aktif tasima,

vezikiiler tagima olarak siralanabilir.*®
llaglarin KBB’nden transport mekanizmalari asagidaki gibi tanimlanr;

e Paraselller yol

e jlacin molekller buyukligu ve lipofilikligine dayali ve konsantrasyon
gradyanina bagli olarak gerceklesen pasif transport-transselltler yol

o Aktif ve pasif prosesleri igeren glukoz, aminoasitler, nukleositler gibi

maddelerin taginmasinda gorilen tasiyici aracili transport
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e Okaryotik hiicrelerde makromolekiillerin segici alimi igin aktif transport
prosesi olan, insulin ve albumin gibi endojen peptitlerin aliminda gorulen
reseptdr aracili endositoz

e Pozitif yukli nanomateryal ve beyin endotelindeki negatif ylkli bdlgeler
arasindaki elektrostatik etkilesmelerden kaynaklanan adsorptivite aracili

transport’

KBB’nin asilmasi ig¢in kullanilan yaklasimlar arasinda polimerik nanopartikullerin
kullaniimasi AH tedavisi igin gelistirilen modern farmasdétik yontemlerin basinda

gelmektedir.?

KBB fizyolojik ortamlarda ndronlarin homeostazisini saglamaktadir. KBB, yapisal
ve metabolik bir bariyer goérevi goérmek suretiyle beyni kanda olugabilen
degisimlerden korumak, secici tasima, kan ve beyinde bulunan maddelerin

metabolizma ve modifikasyonu ile néronlar icin optimum ortami saglamaktadir.®

KBB’ndeki spesifik degisiklikler TJlarin agilmasi, pinositik aktivite artisi,
membranin stabilitesinde azalma, hastalik veya toksinlerin neden oldugu besin
tasinimindaki degisiklikler, por olusumu ilacin biyoyararlanimini azaltabilir veya

arttirabilir.*®

Intranazal uygulamanin avantajlari tasima igin buyuk bir ylzey alani igermesi,
hedef ila¢ seviyelerine hizli ulasim, kan beyin bariyerini atlamasi, ilk gecis
metabolizmasindan kaginmasi, invazif degildir, hasta konforu ve uyumunu en
yuksege c¢ikartir. Ek olarak intranazal ilag uygulamasi merkezi sinir sistemi

ilaclarinin beyne iletimesini kolaylastirmaktadir.*®

Ozetle, nanopartikiiller normalde kan beyin bariyerini gegcemeyen ilaglarin beyne

hedeflendiriimesinde biiyiik potansiyele sahip oldugu icin dnemlidir.>
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1.8. Nanoteknoloji ve Nanomalzemeler

Nanoteknoloji kiguk olanin -¢ok kuguk olanin, bilimidir. Maddenin gok kuguk bir
Olcekte kullanimi ve manipulasyonudur. Bu dlgllerde atomlar ve molekiller farkli

galigirlar ve genis bir alanda ilging kullanim olanaklari saglarlar.20

Nanoteknoloji malzemelerin atomik, molekuler ve makromolekuller Olgekte yeni
nanoboyutlu mazlemeler olusturmak Uzere dizayn, Uretim ve uygulamasini temsil

eder.?°

Nanomalzemeler tip, elektronik ve farmasoétik alanlarinda genis uygulamalara

sahiptir.*

Son vyillarda, nanopartikiller kullanilarak gelistirilen ilag tasiyici sistemlerin
olusturulmasi konusuna artan bir ilgi s6z konusudur. Nanopartikiller geleneksel
ilac tasiyici sistemler ile kiyaslandiginda ylksek stabilite, ylksek spesifiklik,
yuksek ilag tagima kapasitesi, kontrolli salim yetenegi, farkli rotalarda kullanim
olasiligi ve hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglarin tasinabilmesi gibi belirgin

avantajlara sahiptirler.?

Terapotik uygulamalarda kullanilan nanomalzemeler biyouyumlu, biyobozunur,

ucuz olmali ve ilag yiiklenmesi acisindan etkili olmak zorundadir.?*

Polimerik nanopartikillerin sentezinin gelistirimesi gen, protein ve ilag taginimi

alaninda belki de en basarili gelisimlerden biridir.%

Polimerik nanopartikiller enkapsulasyon ve ilag ve gen tasiniminda gérece daha

iyi olduklari icin mikro partikiillerin yerini almisladir.?*

Nano 6n eki antik Yunan’da clice anlaminda kullanilan, en genis anlamiyla da ¢ok
kiiclik anlamina gelen bir kelimedir. Uluslararasi Birimler Sistemi’nde (SI) 10° kez
kUgultmek anlaminda kullanilir. Dolayisiyla, nanoboyutlu evren tipik olarak
nanometre ile Olgulmektedir (1 nm 10° m’ ye tekabill etmektedir) ve olglleri
molekuler boyutun Ustunud ve makroskopik boyutun altini (genellikle >1 nm ve
<100 nm) kapsar.”
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Tum bunlarin yaninda son derece kuguk boyutlari ve buylk yluzey alanlari
sayesinde polimerik nanopartikiller dozaj formlarinin yeni fonksiyonlarini

saglamaktadir.??
1.9. Nanopartikiil Cesitleri

Hazirlama prosesine bagli olarak 2 tip nanopartikil vardir: Nanokureler ve

nanokapsiiller. (Nanopartikiil terimi her iki yapiy1 da kapsamaktadir.) .%°

Nanokdureler ilaglarin yuzeye dagildigi ya da adsorbe edildigi ya da partikul igine

enkapsiile edildigi monolitik tipte yapiya sahiptirler.*
1.9.1. Polimerik Nanopartikiiller
1.9.1.1. Dogal Polimerler

Nanopartikll hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan dogal polimerler kitosan, jelatin,

sodyum aljinat ve albumindir.*
1.9.1.2. Sentetik Polimerler

Nanopartiktl hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan sentetik polimerler polilaktidler
(PLA), poliglikolikler (PGA), poli(laktik ko-glikolikler) (PLGA), polianhidridler,
poliortoesterler, polisiyanoakrilatlar, polikaprolaktonlar, poliglutamik asit, polimalik
asit, poli (N-vinil pirolidon), poli (metil metakrilat), poli (vinil alkol), poli (akrilik asit),
poliakrilamit, poli (etilen glikol), poli (metakrilik asit) 'dir.?®

PLA-poli laktik asit, PLGA-poli (D, laktik-ko-glikolik) asit ve PCL-polikaprolakton
gibi FDA onayli biyobozunur polimerler biyouyumlu ve biyobozunur olmalari

nedeniyle ilag tasiniminda en sik kullanilan polimerik nanopartikdllerdir.?*%

Sentetik polimerlerin dogal polimerler ile kiyaslandiginda yiuksek saflikta olma ve

tekrar Uretilebilir olma gibi avantajlari vardir.?®
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Biyobozunur ve biyouyumlu polimerlerden elde edilen nanopartikiler sistemlerin
kontrolli ila¢ tasinimi ve ilag hedeflendirmesi konularinda ilging secgenekleri

vardir.*

Polimerik nanopartikuller c¢aplart 1-1000 nm arahginda degisen kati kolloid
parcaciklardir.* llag nanopartikiil matrisine ¢éziinmiis, tutunmus, enkapsiile edilmis
ya da tutturulmus olabilir.?® Partikiil boyutlari ve kandaki uzun sirkiilasyonlarindan
dolayr o6zellikle ilag tasinmasi ve ilag hedeflendirimesi konularinda

arastiriimaktadirlar.*

1-100  nm boyutundaki nanomateryaller fizikokimyasal Ozellikleri ve
fonksiyonellestirmeye olanak saglamalari sayesinde KBB’ni ge¢cme ve bu sorunun

¢6zUmi icin potansiyel bir biyomedikal arac olusturur.®

llaglarin polimerik nanotasiyicilar ile tasinmalarinin ters reaksiyonlarin ve yan

etkilerin 6niine gectigi dustinilmektedir.?®

Polimerik nanopartikiller nanometrik boyutlariyla ilaglari in vitro ve in vivo
bozunmadan korurlar, ilaci kontrolll bir sekilde salabilirler ve ila¢g hedeflendirme

olasiligi sunarlar.*

Polimerik nanopartikiller ylzeylere adsorbe edilmis veya baglanmis, kati veya
¢Ozelti halinde yUklenmis ilaglari iceren kolloidal tasiyicilardir. Bu ila¢ tasiyici
sistemler fizikokimyasal stabilite, biyouyumluluk, biyopargalanabilirlik, dusuk
toksisite, dusuk immunojenik cevap, uzatiimig ilag salimi ve uretim kolayligi gibi
cesitli avantajlar ortaya koymaktadir. Ancak etkili bir hicre tutulumu elde etmek
icin nanopartikiil boyutu 100-200 nm’nin (izerinde olmamalidir.* Bazi arastirmacilar
kati kolloidal partikullerin nanopartikul olarak adlandirilabilmeleri igin 10-1000 nm
boyutlarinda olmalarinin  yeterli oldugunu dusunmelerine ragmen, bazi
arastirmacilar ise nanofaz ve nanoyaplilar gibi terimleri kullanarak 100 nm’den
kiicik capa sahip partikiilleri kastetmektedirler.?® Nanopartikiiller, kiclk
boyutlarindan dolay! hedef hicrede etkin ilag birikimine izin verecek sekilde kiguk

kapilerlere bile penetre olabilirler ve hiicre icine alinabilirler.®
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ilag tasinmasinda nanopartikiillerin kullaniimasinin avantajlari séyle siralanabilir:*

e Tasinma boyunca ve belirlenen bolgede ilacin kontrolli ve geciktirilmis
saliminin saglanabilmesi, ilacin organlara dagiliminin degistirilebilmesi,
ilacin terapotik etkinliginin arttirilmasi ve yan etkilerinin azaltilmasi.

e Toksisitenin ve ters ilag reaksiyonlarinin azaltiimasi.

e Daha iyiilag kullanimi.

e Bodlgeye 6zgu hedeflendirme.

e Sistemin oral, nazal, parenteral, intra- okuler gibi farkh yollarla uygulanabilir

olmasi.*

Tum bu avantajlarinin yaninda nanopartikullerin kiguk boyutlarindan ve genis
yuzey alanlarindan kaynaklanan bir takim sinirlamalar mevcuttur: Partikil-partikdl
agregasyonu nanopartikillerin sivi ve kuru formda saklanma ve tasinmalarini

zorlastirmaktadir.*

Polimerik nanopartikillerin hazirlanmasi igin koaservasyon, nanopresipitasyon,
emulsiyon-¢ozicu buharlastirma yontemi, emdulsiyon- ¢dzuclu difuzyon ydntemi,
iyonotropik jelasyon, superkritik sivi teknolojisi ve monomer polimerizasyonu gibi

farkl yontemler tanimlanmistir.

Polimerik hidrofilik nanopartikiller hedef spesifik hucrelerde, dokularda ve
cekirdeklerde ilag tasiyici olarak kullanim potansiyelinden dolayr dikkat

cekmektedir.?®
1.10. PLGA Polimeri

Polimerik tagiyicilar segilirken goz éonunde bulundurulmasi gereken karakteristik

ozellikler;®

e polimer vicut ile uyumlu olmalidir (toksik ya da antijenik olmamahdir) ,
biyobozunur ve biyouyumlu olmahdir.
e partiklller ilaci saklamali ve korumali ve aksiyon bdlgesine gelmeden

salmamalidir.
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e nanopartikiller vicut hicreleri ya da dokusuyla etkilesime girmemeli ve
zarar vermemelidir.

e partikuller aksiyon bolgesini tanimali ve aksiyon bdlgesi ile etkilesime
girebilmelidir.

e ilag istenen terapodtik etkiyi olusturabilmek igin suregelen bir sekilde
salinmalidir.

e ilag salindiktan sonra partikiiller bozunmali veya viicuttan atiimalidir.?®

O
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Sekil- 5: PLGA’nin molekdiler yapisi®’

Nanopartikil hazirlamakta kullanilan tim malzemeler arasinda PLGA
biyobozunur, biyouyumlu ve ¢ok yonlu bir bozunma kinetigine sahip oldugu igin
kullanilir. Ek olarak, hem hidrofilik ilaclar hem de lipofilik ilaglar PLGA

nanopartikiilleri ile basarili bir sekilde enkapsiile edilebilir.

PLGA, klinik uygulamalar ve terapotik kullanimi FDA tarafindan onaylanmistir.
PLGA, monomerik birimlerin (glikolik ya da laktik asit) polimerizasyon sirasinda
birbirlerine ester baglariyla bagarili bir sekilde baglanmasiyla olusan amorf lineer
polyester trindur. Bu polimer asidik ortama maruz kaldiginda kontrollU bir sekilde
erozyona ve bozunmaya ugrar. Ek olarak PLGA, boyut, boyut dagilimi, morfoloji,
yuzey modifikasyonu ve zeta potansiyeli gibi fiziksel 6zellikleri kolaylikla kontrol
edilebilir oldugu igin tek ¢ozelti emulsiyon metodu ile yuksek verimle nanopartikdl

olusturmak igin yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.?*

PLGA nanopartikullerinin - boyutu, partikil boyutu dagihmi  diger fiziksel

karakteristiklerinin yaninda nanopartikult hazirlamak igin kullanilan yontemden ve
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PLGA molekuler agirhgi, aktif maddenin eklenmesi, yuzey aktif madde ve diger

katki maddeleri gibi ilgili parametrelerden etkilenmektedir.?®
1.11. Nanokapsiiller ve Nanokiireler
Nanopartikiil, nanokiire ve nanokapsiil isimlerini birlikte kapsayan bir terimdir.*

Nanokapsduller ilacin ince bir polimer kavite tarafindan sarildigi sistemler olmakla

birlikte, nanokiireler ilacin fiziksel ve homojen bir sekilde dagildigi matrislerdir.?®

Nanokapstull

@ Hapsedilmis ilag ;I(géeye Tutunmus

Nanokiire

Yizeye Tutunmus

Hapsedilmis ilag ilag

Sekil- 6: Nanokapsiil ve nanokiire arasindaki fark?’

Nanokdureler, icinde ilacin homojen bir sekilde dagildigi matris sistemler olmakla
birlikte, nanokapstller ise ilacin tek bir polimerik zarin etrafini sardigdi

sistemlerdir.?°
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1.12. Nanopartikullerin Siniflandiriimasi

Nanopartikullerin siniflandiriimasinda kullanilan degisik yaklasimlar mevcuttur.

Nanopartikiiller tek, iki ve {ic boyutlu olmak {izere siniflandirilabilirler.?°
1.12.1. Tek Boyutlu Nanopartikiiller

Ince film ya da Uretilmis yiizeyler gibi tek boyutlu sistemler, on yillardir elektronik,
kimya ve muhendislik alanlarinda kullaniimaktadir. Ginimuzde gunes hucreleri ya

da katalizor olarak genis kullanim alanina sahiptir.?°
1.12.2. iki Boyutlu Nanopartikiiller

Karbon nanotupler iki boyutlu nanopartikiler sistemlerdir. Karbon atomlarinin 1
nm ¢apinda ve 100 nm uzunlugunda hegzagonal ag diziliminde 6zel yapisidir. Bu
yapinin mekanik gucu en iyi gelikten alti kat daha iyidir. Molekuler absorpsiyon ve
uc boyutlu bir konfiglirasyona olanak saglamasi sayesinde inanilmaz bir kapasitesi

vardir. Ek olarak, kimyasal anlamda gok stabildirler.?°
1.12.3. Ug Boyutlu Nanopartikiiller

Fullerenler (Karbon 60), dendrimerler ve kuantum noktalar olarak

siniflandirilabilirler.
1.13. ilag Salim Mekanizmalari

Polimerik ilag tasiyicilar ilaci hedef dokuya asagida belirtilen U¢ genel

fizikokimyasal mekanizmadan biri ile iletmektedir;?®

1) Polimerik nanopartiklllerin hidrasyon ile sismesi sonucunda ilacin difiizyon ile

salinimi

2) llacin hapsedildigi i¢c cekirdekten kopma, bélinme ya da bozunma ile

sonuglanan bir enzimatik reaksiyon ile salinimi
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3) ilacin polimerden ayriimasi ve sisen nanopartikiillere de-adsorpsiyonu ve

salinimi®
1.14. Nanopartikil Hazirlanmasi

PLGA nanopartikullerinin hazirlanmasi igin kullanilan metotlar 2 sinifa ayrilabilir:
Asagidan yukari ve yukaridan asagi teknikler. Emulsiyon ya da mikroemulsiyon
polimerizasyonu, araylz polimerizasyonu, ¢oktirme polimerizasyonu gibi
asagidan yukari teknikler baslangic noktasi olarak bir monomeri temel alirlar.
Cozlucu buharlastirma, emdlsiyon difizyon, ¢ézlcl yer degdistirme ve tuzaklama
gibi yukaridan asagi metotlarda ise nanopartikiller mevcut polimerlerden

sentezlenirler.?
1.14.1. Polimerin Dagitilmasi ile Nanopartikiil Hazirlama Metotlari

ilaci polimerde dagitarak uygulanan nanopartikiil hazirlama metotlari biyobozunur

nanopartikiil hazirlamada gok yaygin olarak kullanilan metotlardir.?®
Bunlar;

e (COzucl buharlastirma,

¢ Nanocgokturme,

e Emulsifikasyon/goézucu difizyonu
e Tuzaklama

e Diyaliz

o Siiperkritik sivi teknolojisi **
1.14.2. Monomerin Polimerlestiriimesi ile Nanopartikiil Hazirlama Metotlari

e Emdulsiyon

e Miniemulsiyon

e Mikroemdulsiyon

e Arayuz polimerizasyonu

 Kontrollii radikal polimerizasyonu®
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Nanopartikul hazirlamak igin en uygun metodun segimi polimerin ve yuklenecek

ilacin fizikokimyasal karakterine baglidir.?°

1.14.3. PLGA Nanopartikillerinin Hazirlanmasinda Kullanilan Farkli Metotlar

PLGA Polimeri
Hazirlanmasinda
Kullanilan Yontemler

Emodlsiyon Diftizyon Co6zucu Buharlastirma

Yontemi Yoéntemi Nanoc¢oktirme Yontemi

Sekil- 7: PLGA nanopartikiillerinin hazirlanmasinda kullanilan farkli metotlar®’
1.14.3.1 Cozicu Buharlagstirma Metodu

Cozucu bubharlastirma yontemi polimerik nanopartikil Uretilmesi amaciyla
23,25

kullanilan en eski metottur.
Nanopartikul hazirlamada kullanilan degisik yontemler arasinda en bilinen ve en
sik kullanilanlardan biri ¢dziicli buharlastirma teknigidir.?®*° Bu metot hem kolay
olmasi, hem de bir ¢ok lipofilik ilag igin etkili bir enkapsulasyon ile sonuglanmasi

nedeniyle gok tercih edilir.®

Metodun temeli polimerin organik ¢ézeltisinin sulu bir fazda emdlsifikasyonuna ve

devaminda organik fazin buharlastiriimasina dayanmaktadir.?
Coziicli buharlastirma metodu 2 ana basamaktan olusmaktadir.?

1.basamakta; polimer uygun bir ¢oztclde (etil asetat, kloroform, metil klorur gibi)
¢Ozulur. Organik faz surfaktanin iginde ¢dzinmuis oldugu surekli fazin (sulu)

25

ustine eklenir. Polimer ¢ozeltisi sulu fazin icinde emidilsifiye edilir.?°

Emudlsifikasyon islemi emdulsiyon damlaciklarinin boyutlarinin kagultilmesi igin
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yuksek kesme gerilmesi altinda yapilir (bu dogrudan nanopartikullerin boyutlarina
etki eden bir basamaktir) .?° Ikinci basamak; boyunca polimer nanokiireler halinde
cOkiip nanopartikiilleri olustururken, polimer ¢éziicisii  buharlastirilir.?°,?°
Nanopartikuller ultrasantrifiij ile toplanir ve stabilizatér kalintisinin ve serbest ilag
molekdillerinin uzaklastirilmasi icin distile suyla yikanir.?> Normal emdilsiyonlar su
icinde yag (o/w) , yag igcinde su (w/o) ve c¢oklu emdulsiyonlar (w/o/w) farkli
Ozelliklerdeki etken maddelerin tuzaklanmasini saglamak icin kullanilabilir. Su
icinde yag emidilsiyonlari (o/w) hidrofobik malzemelerin ylklenmesinde, ¢oklu

emiilsiyonlar ise (w/o/w) hidrofilik etken malzemelerin yilklenmesinde kullanilir.?

Yiklenecek Etken
Maddeye Gore
Kullanilan Emdilsiyon

Tipleri
I I
Su iginde yag Coklu Yag icinde su
emdilsiyonlari emiilsiyonlar emulsiyonlari
(o/w): Hidrofobik (W/olw) : (w/o0)
etken maddelerin Hidrofilik etken
ylklenmesinde maddelerin
yuklenmesinde

Sekil- 8: Co6zliclu buharlastirma metodu ile farkh tipte etken maddelerin

yiiklenmesi igin uygulanan emidilsiyon tipleri*®

Bu metodun anahtar basamagi emdulsiyon olusturma asamasidir. CUnku bu
asamada olusan emulsiyon damlaciklarinin boyutlari final Grinin partikdl
boyutunu dogrudan etkilemektedir. Emulsiyonlar mikroemulsiyonlar,
makroemdlsiyonlar ve miniemdulsiyonlar olarak siniflandirilabilir. Mikroemlsiyonlar
transparan ve termodinamik olarak stabil emulsiyonlardir (daha kuguk boyuttaki
damlaciklarin entropik etkilerinden dolayi) , emulsiyon damlaciklarinin ortalama
partikil boyutu 20-50 nm araliginda degismektedir. Mini ya da nanoemulsiyonlarin
damlaciklarinin boyutlari 40-500 nm arahdinda degismektedir. Stabil emulsiyonlar
elde edebilmek icin ylUksek kesme geriimesi ve yeterli miktarda surfaktan
eklenmelidir. Nanoemulsiyonlar kinetik olarak stabildir. Makroemdulsiyon
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damlaciklarinin partikul boyutlari mikrometreler mertebesindedir.
Makroemulsiyonlar hafif karigtirarak elde edilirler ve stabilite icin surfaktan
eklemek gerekir. Uzun sureler icin stabil degillerdir ve agrege olma egilimi

gosterirler.?

Emulsiyon Tipleri

Mini ya da nano S
. L ) y . Makro emilsiyonlar:
Mikroemdlsiyonlar: emdlsiyonlar: Mikrometreler

20-50 nm 40-500 nm mertebesinde

Sekil- 9: Boyutlarina gore ¢6zucu buharlastirma tekniginde kullanilan emulsiyon

tipleri®®

Landfester ve arkadaslarinin damlacik boyutuna sonikasyon etkisini gorebilmek

icin gerceklestirdikleri calismada 2

stabil emilsiyon olusturmak icin dalgaboyu
genligi % 20’den fazla ve 600-800 s sonikasyon olmasi gerektigini gostermiglerdir.
Sonikasyonun temel engeli olusan emulsiyonda monodispersitenin olmamasidir.

30,31

Mason ve Bibette sonikasyonun tersine laminar kesme hizi akisinin

monodispers damlacik ile sonuglandigini gostermiglerdir.

Polimer c¢ozeltileri ugucu solventlerde hazirlanir ve emdulsiyonlar formule edilir.
Gecgmiste ¢dzlcu olarak diklorometan ve kloroform sikga kullanilirdi, ginimuzde
bu ¢ozeltiler yerini toksikolojik profili daha iyi oldudu igin etil asetata birakmaktadir.
Cozlucu buharlasirken emdilsiyon da bir nanopartikil sispansiyonuna doénusur.
Geleneksel metotlarda emdilsiyon olusturmak igin 2 ana strateji kullanilir: Tek-
emulsiyon hazirlanmasi mesela, su iginde yagd (w/o) ya da ¢oklu emulsiyon mesela
su icinde su iginde yag (w/o)/w. Bu metotlar solvent buharlagmasini takiben oda
sicakhginda ya da indirgenmis basing altinda surekli manyetik karigtirma, yuksek
hizda homojenizasyon yada ultrasonikasyon igerirler. Sonunda katilasan
nanopartikiller ultrasantirifijleme ve surfaktanlar gibi katki malzemelerinin
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uzaklastirimasi icin distile su ile ylkama asamasinin akabinde toplanirlar ve
liyofilize edilirler. 23

Surfaktan fazinin
eklenmesi

U

Polimerin emiilsifiye
edilmesi

A . Organik fazin
Polimerin ¢oziilmesi E> eklenmesi

U

Polimerin nanokiireler
halinde gokmesi

U

Nanopartikiillerin Nanopartikillerin
toplanmasi yikanmasi

Coziiciinun
buharlagtinimasi

18
18

Partikdllerin liyofilize
edilmesi

U

Sekil- 10: Coziicl buharlastirma metodunun basamaklari 2’

Yapilan ¢alismalarda ¢ozucu buharlagtirma teknigi ile gerceklestirilen nanopartikul
uretimlerinde stabilize edici ajanin konsantrasyonu ve tipinin, homojenizator
hizinin, dagitici ajanin tipi ve miktarinin, organik ve sulu fazin viskozitelerinin,
sicakligin ve polimer konsantrasyonunun partikal buyukligunu etkiledigi
gosterilmistir. 322

Nanopartikul hazirlanmasinda kullanilan stabilizasyon ajaninin tipi ve orani final
arinun partikdl boyutu Gzerinde ¢ok etkilidir. PVA (poli vinilalkol) konsantrasyonu,

nanopartikiillerin bilylkligi ve zeta potansiyeli lizerine énemli digiide etkilidir.?*
29



Tuba Sengel Tirk ve ark.*® istenen o6zelliklere sahip nanopartikiillerin elde
edilebilmesi igin stabilizasyon ajani segiminin ¢ok kritik bir parametre oldugunu

gOstermiglerdir.

Bhavna ve arkadaslar® Donepezil yikli PLGA nanopartikiillerini solvent
emulsiyon difzyon buharlastirma teknigi ile hazirlamiglardir. Bunun i¢in Donepezil
ve PLGA 3-4 ml DCM ile ¢6zulmus, stabilize edici ajan olarak % 1 PVA iceren 10

ml sulu faz eklenmis ve emulsiyon olusturmasi igin karistirilmigtir.

100 nm capindan kuguk, hidrofilik ylzeyli partikillerin kanda daha uzun stre
sirkile edildigi bulunmustur. 100 nm c¢apindan buyuk partikil boyutlari
biyodagilimini kisittamakta, partikillerin Kupffer hicreleri ya da diger patolojik

hiicre popiilasyonlari tarafindan yakalanmalarinin artisina katki saglamaktadir. 3

Tablo- 1: Cozuclu buharlastirma metodunun avantaj ve dezavantajlari

Avantajlar Dezavantajlar

Cok yuksek toksisitede olmayan | Yiksek kesme hizi gereksiniminden
¢ozeltilerin kullaniimasi dolay yuksek eneriji sarfiyati

Katki maddeleri ile partikul
boyutunun kugultilebilmesi

Hidrofilik  (coklu emulsiyon) ve
hidrofobik etken maddeler igin
kullanilabilmesi
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Cozucu buharlastirma ile uzaklastirilir ancak uzaklastirma igin gereken zaman gok
uzun degildir. Aktif bilesenin eklenmesi final nanopartikil boyutunu

etkilemektedir.?®
1.14.3.1.1 Suda Yag Emiilsiyonu (Tek Emilsiyon)

Bu metot organik bir ¢ozeltinin polimer ve etken madde igeren bir sulu fazda
emulsiyonu temeline dayanir. Devam eden suregte organik faz ugurulur. Surfaktan
olarak PVA, SDS, Pluronic F68 kullanilabilir. Emilsiyon damlaciklarinin partikil
boyutunun kugultilmesi i¢in  sonikasyon ya da mikrosivilagtirma teknikleri
uygulanir. Buharlastirma basamagi organik faz iginde bulunan organik ¢ézicunun
elimine edilmesi icin gereklidir. Bu basamak sayesinde polimer nanometre
boyutunda yari¢api olan nanopartikuller halinde ¢oker. Bu yontem i¢in onemli olan
parametreler: Polimerin molekul agirhgi ve konsantrasyonu, ko-polimer orani ve ug
gruplar, surfaktanin dogasi, faz orani, ¢dzicu dogasi, buharlastirma hizi, ilag

ylklenmesi, katkilar, kesme hizi ve sterilizasyon olarak sayilabilir.

Polimer konsantrasyonu nanopartikil olusumunda onemli bir parametredir.
Julienne ve arkadaslan farkli oranlarda PLGA konsantrasyonu ile calistiklarinda

ortalama partikiil boyutunun degistigini gérmiislerdir. >

Polimer molekuler agirhgi arttikca olusan nanokurelerin boyutlari buyimektedir.

Ancak aktif madde yiiklenmesi bu etkiyi azaltmaktadir. %

Farkli ko- polimer oranlarinin ortalama partikul boyutuna ¢ok buyuk etkisi olmadigi
tespit edilmistir. Ancak farkli ug gruplar partikil boyutuna etki etmektedir. Ester ug
gruplarniyla hazirlanan numuneler igin ortalama partikil boyutunun asit u¢ gruplu

nanopartikiillere oranla gok daha biiyiik oldugu tespit edilmistir.?

Surfaktan tipi kiguk ve stabil nanopartikil eldesinde c¢ok kritik bir parametredir.
Nanokiire olusturmak icin cok farkli surfaktanlar kullanilabilir.”> PVA icin farkli
konsantrasyonlarin  partikil  boyutuna etkisi Olcuimis olmakla birlikte

konsantrasyon arttikca partikiil boyutunda azalma gdzlemlenmistir. >3
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Nanokdurelerin partikul boyutunu belirlemede organik faz-sulu faz orani da 6nemli
bir etkendir. Genellikle organik-sulu faz orani kuguldikge nanopartikil boyutu da

kiicUlmektedir. 2°

PLGA nanopartiklllerinin olusturulmasinda farkli ¢ézuculer kullanilabilir. Cozucl
seciminde 2 temel kriter vardir: Birincisi PLGA segilen ¢bzucude ¢oziunmelidir,

ikincisi ise ¢dziicli sulu fazda tamamen karistirilamaz olmalidir.®

Organik fazin vakum altinda uzaklastirilmasi daha kiguk boyutta nanopartikil elde

etmek acisindan daha etkindir. %

C6zucu buharlastirma metodu ile hazirlanan PLGA nanopartikilleri igin ytklenen
ilacin hidrofobik 6zelligi arttikga nanopartikil boyutunun azalma egilimi gosterdigi
tespit edilmistir.>®> Mu ve Feng surfaktan olarak TPGS vitamin E kullandiklari
calismada elde ettikleri ortalama partikil boyutu etken madde yuklemeden elde

ettikleri partikiil boyutundan ¢ok daha kiigiktiir. 3

Etken maddenin sudaki ¢6zundrligu nanopartikil boyutunu ve ilag ylklenme
oranini etkileyen temel parametrelerden biridir.>> Song ve arkadaslari PLGA
nanopartikillerine anti- proliferatif ajan yUklerken genel olarak ¢ozelti pH dederi
arttikca elde edilen partikul boyutunun kiculdugu ve yukleme etkinliginin de

arttigini gdstermislerdir.®

Damlacik boyutlarini  kugultmek igin kuvvetli ajitasyon gerekmektedir. Bu

nanopartikiil boyutuna yiiksek oranda etkisi olan bir parametredir. 2°
1.14.3.1.2 Coklu Emiilsiyon (w/o/w)

Coklu emulsiyon metodunun ilk basamagi yag icinde su emdilsiyonunun
olusumudur (w/o) . Burada sulu ¢ozelti hidrofilik etken madde igerir ve organik faz
PLGA ve uygun bir surfaktan icerir. Miniemulsiyon kuvvetli kesme (sonikasyon,
mikrosivilastirma, ylksek hizli homojenizasyon gibi) hizi altinda olugmaktadir.
Sonra, damlacik boyutunu kigultmek igin sonikasyon yada homojenizasyon ile su

icinde-yag i¢cinde-su emulsiyonu olusur. Bu ikinci homojenizasyon asamasi etken
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maddenin dig sulu faza difizyonunu minimize etmek igin kontrol edilmelidir. Son
basamak olan buharlagstirma organik ¢b6zucunun uzaklastirilmasi igin
gerceklestiriimektedir. Polimer ve aktif maddenin zarar gérmesini 6nlemek ve son
nanopartikil boyutunun kucultilmesinin desteklemek igin buharlastirma vakum
altinda yapilir.  Onemli parametreler: polimer/surfaktan orani, polimer
konsantrasyonu, surfaktan yapisi, viskozite, solvent tipi, kesme hizi, buharlasma,

katkilar ve ilk faz/ ikinci faz oranidir.?®

Polimerin molekuler agirligi ve ko- polimer orani nanokure boyutunu kugultmede
etkili olan bir parametredir. PLGA/ko-polimer orani ortalama partikil boyutunu

etkilemektedir.?®

Hidrofilik ilaglarin enkapsulasyonu ylksek molekuler agirlikli PLGA kullaniimasi ve

yiiksek molekiiler agirlikh surfaktan kullaniimasi ile gelistirilebilir. %2

Coklu emulsiyon metodunda damlacik boyutunu kugultmek i¢in uygulanan en
25,36

temel stratejilerden biri yUksek kesme hizinin kullaniimasidir.
1.14.3.2 Nanoc¢oktirme (Coziucu Diflizyonu yada Coziicli Yer Degistirme)
Metodu

Cozucu yer degistirme metodu olarak da bilinir. Surfaktan varliginda ya da
yoklugunda polimerin organik bir ¢dzeltiden ¢okturilmesi ve organik ¢dzucunin
sulu faza difizyonu asamalarini igceren bir tekniktir. Polimer genellikle PLA
(Polikaltik asit) 'dir. Polimer nanokurelerin olusmasinda olanak saglayacak sekilde
orta polaritede, suda karigabilir bir ¢gdzeltide ¢ézundr. Bu faz karigmakta olan ve
stabilize edici ajan olarak surfaktan igeren sulu c¢ozeltiye enjekte edilir. Su ve
organik faz arasindaki ylzeye temas eden polimerin bozunmasi kolloidal

slispansiyonun ani bir sekilde olusmasina neden olur.?

Bu metot genellikle hidrofobik ilaglarin yiklenmesinde kullanilir. Polimer ve ilag
aseton, etanol ya da metanol gibi polar ve suda ¢ézlinen bir ¢dzlcude ¢dzunur.
Hazirlanan c¢ozelti surfaktan iceren sulu fazin Ustine damla damla eklenir.

Nanopartikuller hizli bir ¢ézliclt difizyonuyla ani bir sekilde olusur. Son asamada
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¢Ozucu indirgenmis basing altinda uzaklastirilir. Bu yontem i¢in 6nem tegkil eden
parametreler: polimer/surfaktan orani, polimer konsantrasyonu, surfaktan tipi ve
konsantrasyonu, ¢o6zucu tipi, viskozite, kaktilar, aktif madde ve faz

enjeksiyonudur.?®

Polimerin ¢oziilmesi Surfaktan fazinin iki fazin ara ylizeyinde
(suda dagilabilen bir damla damla nanopartikillerin

¢cozlclde) eklenmesi olusmasi

54

Organik ¢dziclinin
Nanopartiklllerin <] ugurulmasi

toplanmasi (indirgenmis basing
altinda)

Sekil- 11: Nanogoktiirme metodunun basamaklari ?’

Bu metot kullanilarak hazirlanan nanopartikiller i¢in polimer konsantrasyonundaki
artis ile partikil boyutunda da artma olusmaktadir. Polimerin molekul agirlig
arttikga partikll boyutu artmaktadir. Secilen ¢oézuculer ve kullanim oranlari partikil
boyutunu ve zeta potansiyelini etkilemektedir. Secilen surfaktan tipi ve kullanim
orani partikil boyutunu etkilemektedir. Aktif bilesen ylklenmesinin bu metot ile
hazirlanan nanopartikiillerin final boyutlarina énemli bir etkisi vardir. Ornegin, bu
yontem ile hazirlanan PLGA nanopartikillerine prokain HCI yuklenmesi partikil

boyutunu arttirmaktadir.?®
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Tablo- 2: Nanogoktiirme metodunun avantaj ve dezavantajlar®

Avantajlar Dezavantajlar

Cok ylksek toksik etkisi olmayan | Cézicu buharlastirma ile uzaklastirildigi
¢ozuculerin kullaniimasi icin zaman alan bir metottur

Dusuk enerji gereksinimi Yuklenecek ilaglarin polar ¢ozuculerde iyi
¢Ozunebilir olmasi gerekmektedir

Katki maddeleri kullanilarak partikil | ila¢ yiklenme orani hidrofilik ilaglarda

boyutunun dusurulebilmesi daha dusuktar
Partikal boyutu polimer
konsantrasyonundan cok fazla

etkilenmektedir

1.14.3.3 Tuzaklama (Salting Out) Metodu

Bu teknikte polimer aseton ya da tetrahidrofuran gibi suda ¢6zunebilen bir organik
¢bzucude ¢ozalur. Organik faz gucli mekanik kuvvet altinda sulu fazda emdlsifiye
edilir. Sulu faz emdlsifiye edici ajan ve ylksek konsantrasyonda organik fazda
¢bzunmeyen tuz icerir. Tipik olarak kullanilan tuzlar polimer- tuz orani 1:3 olacak
sekilde agirlikga % 60 oraninda magnezyum klorur hegzahidrat veya magnezyum
asetat tetrahidrattir. Emiulsiyon difzyon metodunun tersine, tuzun varligindan
kaynakli ¢oéztclnin difizyonu gibi bir durum s6z konusu degildir. Saf suyun hafif
karisan yag su (o/w) emulsiyonuna hizli bir sekilde eklenmesi iyonik gucu zayiflatir
ve suda ¢ozunebilen organik ¢dzucunin goégune imkan tanir bu durum da
nanokire olusumunu wuyarir. Son basamak capraz- akis filirasyonu ve
santrifljleme yontemleri ile tuzaklama ajaninin uzaklastirilmasi igin gergeklestirilen
saflagtirmadir. En yaygin tuzaklama ajanlari sodyum klorir, magnezyum asetat,
magnezyum klorur gibi elektrolitler ya da sukroz gibi elektrolit olmayanlardir. Bu
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metot icin dnemli olan parametreler: polimer konsantrasyonu ve molekuler kutle,
karigtirma hizi ve suresi, surfaktan ve ¢dzicunin dogasi ve konsantrasyonu,

kriyoprotektandir.?®

Polimerin ¢ézulmesi . Gugli mekanik kuvvet
(suda dagilabilen bir Oégl;(?gi;l:nfgszim altinda emdilsifiye etme
¢bzlcude) islemi

Vs

Nanokre olusumu

i)

Nanopartikillerin Capraz akis filtrasyonu
toplanmasi ve santriflijleme

Sekil- 12: Tuzaklama ( Salting Out) metodunun basamaklari®®

Bu ybontem ile hazirlanan nanopartikillerin partikil boyutlari  belli bir
konsantrasyona kadar polimer oranindan etkilenmemekle birlikte, belli bir
konsantrasyonu gectikten sonra polimer miktarinin artmasiyla partiktil boyutu da
artmaktadir. PLGA’'nin molekiler agirhgi nanopartikil boyutunu etkilemektedir.
Genellikle PLGA molekuler agirligr arttikga nanopartikil boyutu artmaktadir. Bu
yontem ile hazirlanan nanopartikillerin ¢dzicu tipi de partikil boyutunu
etkilemektedir. Cézlcu olarak asetonun kullanildi§i sistemlerde tetrahidrofuran
kullanilan sistemlere gore daha buyuk partiktl boyutlari elde edilmistir. Karigtirma
hizi ve suresinin artmasi partikil boyutunu azaltmaktadir. Sekerlerden trehaloz,
mannitol, glukoz, laktoz gibi Uyeleri kriyoprotektan olarak kullaniimaktadir. Tam

kriyoprotektan partikiil boyutunu az miktarda arttirmakla birlikte korumaktadir.?®
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Tablo- 3: Tuzaklama (Salting Out) metodunun avantaj ve dezavantajlari®

Avantajlar Dezavantajlar

Enerji gereksinimi dugsuktir. Sadece | Tuzaklama ajaninin uzaklastirilmasi igin
normal karistirma iglemi gerektirir. gerceklestirilen saflastirma basamaginin
olmasi

Az zaman gerektiren bir iglemdir.

Tuzaklama ajani suda ¢dzunebilen bir madde oldug@u igin hidrofobik bilesenler igin

uygun bir ydntemdir. Kullanilan ¢ozeltiler toksik degildir ancak patlayicidir. 2°
1.14.3.4 Emilsiyon Difliizyon Metodu

Bu metot ile polimer suda kismen ¢ozunen bir organik fazda (benzil alkol, propilen
karbonat, etil asetat gibi) ¢cozundr. Organik faz uygun bir surfaktanin (anyonik
sodyum dodesil sulfat, non-iyonik PVA ya da katyonik di-dodesil dimetil amonyum
bromit gibi) sulu ¢oOzeltisinde karistirilarak emdlsifiye edilir. Organik ¢ozeltinin
difuzyonu ve suyun emulsiyon damlalarina kargi difuzyonu polimer

nanopartikiillerinin olusmasina neden olur.?
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Polimerin ¢ézulmesi
(suda kismen Surfaktanin sulu Karisim emiilsifiye
dagilabilen bir ¢cOzeltisi eklenir edilir
¢ozlclde)

Lo Organik ¢ozeltinin
I Polimerik e
Nanopartikilllerin P difiizyonu ve suyun
toplanmasi <] nanopartikdllerin <] emdilsiyon damlalarina

olusumu kars! difiizyonu

Sekil- 13: Emiilsiyon difiizyon metodunun basamaklari 2’

Cozucu buharlastirma senteziyle nanopartikil olusumunu etkileyen 6nemli
parametreler PLGA ko-polimer orani, polimer konsantrasyonu, ¢ozucl tipi,
surfaktanin molekuler agirhidi, viskozite, karistirma hizi, sicaklik ve eklenen suyun
akisidir. Laktik- glikolik oraninin partikil boyutuna etkisi ¢ok azdir. Polimer
miktarinin artmasi ortalama partikil boyutunu arttirmaktadir. Surfaktan tipine goére
degisiyor olmakla birlikte surfaktan miktarinin artmasinin partikiil boyutunu bir
miktar azalttigi goézlemlenmistir. Organik fazin sulu ¢oézeltinin Gzerine eklendigi
durumlarda karigtirma ve galkalama hizi partikil boyutunu etkilemektedir. Bu gibi
durumlarda, karistirma hizi ve c¢alkalama hizi arttikga partikil boyutu belli bir
noktaya kadar azalmaktadir ancak belli bir hizdan sonra azalma
gOstermemektedir. Coézlcu difizyonunu gelistirmek icin eklenen suyun sicakhgi
arttikgca nanopartikil boyutu azalmaktadir. Liyofilizasyon asamasinda eklenen

kriyoprotektan partikiil boyutunu arttirmaktadir. %

38



Tablo- 4: Emiilsiyon difiizyon metodunun avantaj ve dezavantajlar®

Avantajlar Dezavantajlar
Dusuk toksisiteli ¢ozuculerle | Nanopartikil  olusumu igin  yUksek
caligiimasi miktarda suya ihtiya¢ duyulmasi

Dusik enerji ihtiyaci (sadece | Uzun sireler emulsiyonun ¢alkalanmasi
karistirmak yeterli)

Boyutlarin polimer derigsiminden ¢ok
fazla etkilenmesi

Metot hidrofobik etken maddeler igin uygundur. Hidrofilik etken maddeler bu
metotla sulu faza gé¢ etme egiliminde olduklarindan ilag yiklenme etkinligi distk

olmaktadir.?®
1.15. Nanopartikullerin Karakterizasyonu

Nanopartikuller genelde partikll boyutu, morfoloji, yuzey yuku gibi 6zellikleri ile
transmisyon elektron mikroskopu (TEM), taramali elektron mikroskopu (SEM),
atomik kuvvet mikroskopu (AFM) gibi mikroskobik teknikler ile karakterize

edilirler.?®
1.15.1. Partikiil boyutu

Partikil boyutu dagilimi ve morfoloji nanopartiklllerin karakterizasyonunda en
onemli parametrelerdir. Partikil boyutunun ilag salimini etkiledigi bulunmustur.
Daha kiiclk partikiiller daha blyiik yiizey alani saglamaktadir. ilaclar daha bilyik
partiklllere daha yavas difuze olurlar. Ek olarak, ¢ok klgUk partikiller saklama
kosullarinda ve tagsinma esnasinda agregasyona ve dispersiyona meyillidirler. Yani

kUguk boyut ve maksimum stabilite arasinda bir taviz vardir. Polimer bozunmasi
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da partikdl boyutunu etkileyebilir. Mesela, PLGA’nin bozunma hizinin artan partikal

boyutu ile birlikte arttig tespit edilmistir.?°
1.15.2. Zeta Potansiyeli

Nanopartikullerin ylzey yukunun dogasi ve yogunlugu onlarin biyolojik ortamla
olan etkilesimini ve biyoaktif bilegiklerle olan elektrostatik etkilesimini tanimladigi
icin ¢ok onemlidir. Nanopartikullerin kolloidal stabilitesi zeta potansiyeli ile analiz

edilir. Bu potansiyel yiizey yiikiiniin dolayli bir 8lgiisiidiir.?°

Zeta potansiyeli partiklllerin stabilitesini temsil eden ve saklama stabilitesi
hakkinda tahmin yiiriitmeye yarayan bir indekstir. **° Zeta potansiyeli partikillerin
yuklerinin bir dlgisu oldugundan dolay zeta potaniyelinin mutlak degeri ne kadar
yluksekse ylzeydeki ylUk o kadar fazladir. Fiziksel olarak stabil bir
nanosuspansiyon en az =30mV zeta potansiyeline sahip olmaldir. Zeta
potansiyelindeki yliksek negatif degerler partikiller arasindaki elektrostatik itmeyi

belirttiginden agregasyonu onler ve partikiilleri stabilize eder.?
1.15.3. Kromatografik Yontemler

HPLC (Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi) sivi kromatografisinin gelistirilmis
bir formudur. HPLC metotlari bulk ilag miktar tayini analizinde ilk kez 1980 yilinda
kullanildi. HPLC metotlarinin segiciligi mikemmeldir ve kesinlikleri ulasilabilirdir.
Ancak analiz uygulanmadan 6nce kullanilan HPLC metodunun segicilik, kesinlik ve

dogruluk agisindan uygun oldugunun kanitlanmasi gerekir.

HPLC sistemlerinde en sik kullanilan detektorlerden biri UV (Ultraviyole)

detektordiir ve cok genis bir dalga boyu araliginda calisabilir. 3
1.15.4. Spektrometrik Yontemler

Nanopartikullerin spektrometrik analizleri i¢cin FTIR (Fourier Transform Infra Red)
spektroskopisi secilen polimer, ilag ve nanopartikullerin  uyumlulugunun
dogrulanmasi amaciyla kullanilir. ilag, polimer ve ilagc yukli nanopartikiiller igin
fonksiyonel piklerin higbirinde majér bir kayma olmadigi dogrulanir.®
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1.15.5. Nanopartikillere Yuklenen Etken Madde Miktari

Nanopartikullerin ila¢ yuklenmesi genellikle polimer miktarina dusen ilag orani
miktariyla tanimlanir (siklikla mg polimer basina ila¢g moli ya da mg ilag miktarinin
mg polimer miktarina oranlanmasiyla) ; polimer igindeki ylizde oran olarak da
verilebilir. Bunu analiz etmek igin en sik kullanilan analitik yontemler UV
spektroskopisi ya da yuksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) gibi klasik
analitik ydntemlerdir. % Literatiirde Donepezil' in HPLC tayini ile ilgili bir cok metot

vardir.

Keystone RP 25 cm x 4,6 mm, 5 p analitik kolon ve metanol:0,02 M fosfat
tamponu: trietilamin 60: 40: 0,5 (pH 7,5 +0,1) oraninda hareketli faz, akis hizi 1
ml/dk, kolon sicakhdi 40°C ve UV dedeksiyonu 268 nm kullanilarak ayrim
saglanan analitik metotlar vardir. Bu metotta ¢ozelti 0,45 p’luk filtreden suzllir ve

degaze edilir. *°

llag ve bromocresol moru tampon ¢dzeltisi icinde iyon cift kompleksi olusturmaya
dayanan, olusan kompleksin kloroform ile ekstrakte edildigi ve 410 nm’ de élcllen

metotlar vardir.®®

RP C18 Kolon ile 268 nm dalga boyunda mobil faz olarak metanol, 0,02 M fosfat

tamponu ve tiretilaminin 50:50:0,5 oraninda kullanildigi metotlar mevcuttur. *

Donepezil etken maddesinin USP (United States Pharmacopeia) metodunda ise
tampon olarak sodyum 1- dekan sulfonatin sudaki 3,9 g/L konsantrasyonundaki
¢Ozeltisi kullanilir. Mobil faz olarak asetonitrii ve tamponun sirasiyla 35:65
oranindaki karisiminin  pH 1,8’e sabitlenmis hali kullanilir. Kromatografik
kosullarda ise 271 nm dalgaboyunda 6lcim yapilir. Sabit faz olarak 4,6 mm x150
cm x5 um boyutlarinda L1 kolon kullaniimakla birlikte akis hizi 1,4 ml/dk ve

enjeksiyon hacmi 20 pl ve kolon sicakhi 35°C’dir.>’
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2.MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal ve Metot

2.1.1. Materyal

2.1.1.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Kimyasal Malzeme

Kaynak

Trietilamin Sigma Aldrich, ABD
Asetik Asit J.T.Baker
Metanol Merck, Emsure, ABD

PLGA, Poli(D,L-laktid-co-glikolid) M,,7,000-
17,000

Sigma Aldrich, ABD

Diklorometan

Sigma Aldrich, ABD

Polivinil Alkol (PVA, MW 30000-70000)

Sigma-Aldrich, ABD
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2.1.1.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz

Firma

Saf su cihazi:Milli-Q

Millipore

Liyofilizator

LABCONCO Freesone 4,5 plus

Sonik prop

Bandelin Sonopuls

Partikiil Boyutu ve Zeta potansiyel Olgiim
Cihazi

Malvern Instruments, Malvern

Zetasizer, Nano-ZS, ingiltere

Santrifij

Hettich Universal 320, Almanya

Manyetik Karistirici

Variomag Telesystem, ABD

Manyetik Karigtirici

IKA,RET Basic, Almanya

Hassas Terazi

Mettler Toledo, ABD

HPLC

Agilent 1200 series, ABD
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2.2. Metot

2.2.1. Donepezil’in HPLC Yontemi ile Miktar Tayini

2.2.1.1. Donepezil’in HPLC Yontemi ile Miktar Tayini i¢in Kromatografik

Kosullarin Optimize Edilmesi

Hazirlanan nanopartikullerin i¢erigindeki DNP miktarinin UV-HPLC ile analizi igin

kullanilan analitik metot*®

numarall referansin icerdigi yontemden yola cikilarak
gelistirilmigtir. Ancak tampon hazirlamak tuzu ¢dézmek, pH ayarlamasi yapmak,
cihazi tikamamasi i¢in tamponu stuzmek gibi uzun suren ve zahmetli agamalar
gerektirdigi icin mobil fazda tampon kullaniimamasi secilmistir. Bu amacla

kullanilan ilk yontemin ayrintilari agagidaki gibidir:
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Tablo- 5: DNP miktar tayini i¢in kullanilan 1 numarali HPLC metodu

Parametreler (1. Yontem) Kosullar
Enjeksiyon Hacmi 100 pl
Akis Hizi Iml/ dk.
Enjeksiyon Suresi 30 dk.
Dalga Boyu 268 nm
Kolon Sicakligi 25°C
Mobil Faz A 1 ml suda 0,25 ml TEA (Trietilamin)
Mobil Faz B Metanol
Mobil Faz Orani % 30:% 70 — Mobil Faz A:Mobil Faz B
Alikkonma Zamani ~24 dk.
Kolon Tipi ACE C18 250 cm x 4,6 mm X 5 um

Bu yontemin kullaniimasi ile elde edilen kromatogramlarda etken madde pikinin
alikonma zamani yaklasik 24 dk. olarak kaydedilmistir. Allkonma zamani 24 dk.
olan bir etken madde icin enjeksiyon suresinin 30 dk. gibi bir zaman olacagi g6z

onunde bulundurulmalidir.
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Sekil- 14: DNP miktar tayini i¢in kullanilan 1 numarali HPLC metodundan elde

edilen kromatogram

Bu durumda harcanacak zaman, enerji kaybi ve mobil faz sarfiyati géz énlinde
bulundurularak metotta revizyona gidilmigtir. Etken madde pikinin alikonma
zamaninin kisaltiimasi icin Mobil Faz A'ya 0,25 ml glasiyel asetik asit (GAA)
eklenmis ve TEA igerigi arttirilmistir. EK olarak, Mobil faz A-B orani degistirilmigtir.

Kullanilan 2. metodun ayrintilari asagidaki gibidir:
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Tablo- 6: DNP miktar tayini i¢in kullanilan 2 numarali HPLC metodu

Parametreler (2. Yontem) Kosullar
Enjeksiyon Hacmi 50 pl
Akis Hizi Iml/dk.
Enjeksiyon Suresi 10 dk.
Dalga Boyu 268 nm
Kolon Sicakligi 25°C
Mobil Faz A 1L suda 0,25 ml GAA + 1ml TEA
Mobil Faz B Metanol
Mobil Faz Orani % 50:% 50 — Mobil Faz A:Mobil Faz B
Alikkonma Zamani ~4 dk.
Kolon Tipi ACE C18 250 cm x 4,6 mm x5 um

Yapilan bu degisiklikler ile etken maddenin allkkonma zamani 4 dk. gibi kisa bir
sureye indirilmistir. Bu sayede zaman ve enerji kaybi ile Mobil Faz sarfiyatindan
yuksek oranda azalma saglanmigtir. Ayrica enjeksiyon hacminin de yariya
indiriimesi ile etken madde pikinin teorik plaka sayisi arttiriimig, kuyruklanma
faktoru azaltlmistir. Ek olarak, literatire kismen daha pratik bir analiz yontemi
kazandiriimigtir.
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Sekil- 15: DNP miktar tayini igin kullanilan 2 numarali HPLC metodundan elde

edilen kromatogram

Gelistirilen analitik metot secicilik, dogrusallik, dogruluk ve geri kazanim ve kesinlik

parametreleri agisindan kontrol edilmis ve uygun bulunmustur.
2.2.1.2. Donepezil igin Kalibrasyon Dogrusunun Elde Edilmesi

DNP etken maddesinden uygun miktarda numune su ile ¢odzulerek 1 mg/ ml
konsantrasyonundaki DNP stok c¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan bu stok
cOzeltisinden uygun oranlarda seyreltmeler yapilarak 7 farkli konsantrasyonda
kalibrasyon numuneleri hazirlandi. (1,0 pg/ml, 2,0 uyg/ml, 3,0 ug/ml, 4,0 pg/ml, 5,0
pg/ml, 6,0 ug/ml ve 7,0 ug/ml) . Hazirlanan her bir numune 2 defa enjekte edildi ve

numunelerden elde edilen alanlarin ortalamalari alindi.

Hazirlanan her konsantrasyon degeri igin elde edilen alanlar grafie gegcirildi ve
lineer regresyon analizi yapildi. Lineer regresyon analizi grafiginden elde edilen
dogru denklemi gergeklestirilen ¢alismalarda DNP miktar tayinini belirlemek tzere

kullanildi.
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2.2.1.3. Analitik Metod’un Valide Edilmesi

llag konsantrasyonunun 6l¢iilmesi medikal ilag gelistirmede dénemli bir géristir. Bu
tarz veriler hem yeni aktif maddelerin uygulamalarini desteklemek hem de mevcut
onayl Griinlerin jenerik calismalarinda gereklidir.*® Analitik prosediir ilac etken
maddesinin ya da bitmis drundn belirlenen karakteristigini test etmek igin

gelistirilir.**

Analitik metot validasyonu hem yeni metotlar igin hem de literatirden temel alinan
metotlar igin uygulanmalidir. Metot validasyonunun ana hedefi metodun

givenilirligini kanitiamaktir.*

Metot geligtirirken kanitlanmasi gereken parametreler segicilik, dogrusallik ve

aralik, bulma limiti, saptama limiti, dogruluk ve kesinliktir*’.
2.2.1.3.1. Ozgiilliik (Segcicilik) Parametresi

Analitik metot analitler ve matris igindeki endojen malzemeler ile numunedeki diger
ornekleri ayirabilmelidir. Normalde, etken madde piki ile ¢akisan bilesenler yoksa
ya da cevap faktori etken maddenin LOD (limit of detection) degerinin %

20’sinden kiiglikse metot segcici kabul edilir.*

Secicilik analitik metodun ortamda var olmasi beklenen diger bilesenlerin
varliginda analiti belirleme kabiliyetidir. Bu maddeler genellikle impuriteler,

degradanlar ya da matrisin kendisinden gelen safsizliklar olabilir.*?

Kullanilan analitik metodun segciciliginin kanitlanmasi igin etken madde pikinin
analize katilan diger bilesenlerden gelen herhangi bir absorbans ile gakismamasi
gerekmektedir. Bu nedenle, DNP c¢ozeltisi, ¢bzuclu, PLGA ¢ozeltisi, PLGA
¢Ozucusu, mobil faz A, mobil faz B, pH 6,8 tamponu bos ve yiuklenmis NP ¢ozeltisi
numunelerinin her biri icin analitik yontem ile okumalar yapiimis ve etken madde
ile ayni alikkonma zamaninda absorbanslari olup olmadigi kontrol edilmigtir. Kontrol

sonucunda analitik ydontemin DNP etken maddesi igin segici oldugu kanitlanmistir.
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Sekil- 19: Ozglllik parametresi kromatogram-Mobil Faz B
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Sekil- 23: Ozgillik parametresi kromatogram-Bog NP
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Sekil- 24: Ozgiillik parametresi kromatogram-Etken Madde YUkli NP
2.2.1.3.2. Kesinlik Parametresi

Analitik metodun kesinligi analitin tekrar eden Olgumlerinin birbirlerine olan
yakinhgini ifade eder. Kesinlik varyasyon katsayisi ile ifade edilir (SD) .*° Bir
analitik prosedurun kesinligi ayni homojen kaynagin ayni kosullar altinda bir seri
Olcimunun arasindaki yakinligi ifade eder. Kesinlik 3 farkli dizeyde ifade edilebilir,

bunlar: Tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrar Uretilebilirlik olarak siralanabilir.*?
2.2.1.3.2.1 Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik parametresi ayni operasyonel kosullar altindaki kesinligi ifade
eder.”” Tekrarlanabilirlik parametresinin  dogrulugunun  kanitlanmasi igin
dogrusallik grafigi icindeki u¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan 6’sar adet
numune (4 ug/ml, 6 pyg/ml, 7 ug/ml) pes pese analiz edilmis ve numunelerden elde
edilen alanlar kayit edilmistir. Elde edilen her bir alan icin ortalama alan (ORT) ,
standart sapma (SD) ve relatif standart sapma (RSD) degerleri hesaplanarak

yontemin tekraredilebilirligi kanitlanmigtir.
2.2.1.3.2.2 Ara Kesinlik

Ara kesinlik parametresi laboratuvar igindeki varyasyonlar sonucu elde edilen
kesinligi ifade eder; farkli gin, farkli analist, farkli ekipman gibi.** Ara kesinlik
parametresinin dogrulugunun kanitlanmasi igin dogrusallik grafigi icindeki Ug farkli
konsantrasyonda hazirlanan 6’ sar adet numunenin (4 ug/ml, 6 ug/ml, 7 pg/ml) pes
pese analizi 2 farkh ginde gergeklestiriimis ve numunelerden elde edilen alanlar

kayit edilmigtir. Elde edilen her bir alan igin ortalama alan (ORT) , standart sapma
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(SD) ve relatif standart sapma (RSD) degerleri hesaplanarak yontemin ara

kesinligi kanitlanmigtir.
2.2.1.3.2.3 Tekrar Oretilebilirlik

Tekrar Uretilebilirlik parametresi laboratuvarlar arasindaki varyasyonlar sonucu
elde edilen kesinligi ifade ettigi igin bu parametre igin herhangi bir islem

gerceklestiriimemistir.*?
2.2.1.3.3. Dogrusallik

Cihazin analit konsantrasyonuna olan cevabi bilinmelidir ve belirli konsantrasyon
araliklar icin hesaplanabilir olmalidir. Kalibrasyon dogrusu standartlari analit ile
ayni matris ile hazirlanmalidir. En az 6 kalibrasyon noktasi kullaniimalidir. Her

kalibrasyon numunesi 2 defa analiz edilmelidir.*

Yoéntemin dogrusallik ve arahdini kanittamak icin 20 ug/ml konsantrasyonundaki
stok ¢ozeltiden 7 farkli konsantrasyonda (1,0 pg/ml, 2,0 pg/ml, 3,0 ug/ml, 4,0
pg/ml, 5,0 pg/ml, 6,0 pyg/ml ve 7,0 uyg/ml)  2’ser adet numune hazirlanmigtir.
Hazirlanan numuneler analiz edilmis ve elde edilen absorbans degerlerinin
ortalamasi alinarak kayit edilmigtir. Bu c¢alismadan elde edilen alanlar
konsantrasyonlara karsi grafige gegciriimis ve lineer regresyon analizi yapilarak

dogru denklemi elde edilmigtir.
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Sekil- 25: Dogrusallik parametresi kromatogram- Konsantrasyon 1,0 ug/ml
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Sekil- 27: Dogrusallik parametresi kromatogram- Konsantrasyon 3,0 pg/ml
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Sekil- 28: Dogrusallik parametresi kromatogram- Konsantrasyon 4,0 ug/mi
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Sekil- 29: Dogrusallik parametresi kromatogram- Konsantrasyon 5,0 ug/mi
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Sekil- 30: Dogrusallik parametresi kromatogram- Konsantrasyon 6,0 ug/ml
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Sekil- 31: Dogrusallik parametresi kromatogram- Konsantrasyon 7,0 ug/ml
2.2.1.3.4. Dogruluk ve Geri Kazanim

Bir analitik metodun dogrulugu metot icin belirlenen degerler ile metottan elde
edilen sonug ile sembolik de@erlerin birbirlerine olan yakinhdini ifade eder. Kalite
kontrol 6rnekleri kalibrasyon grafigine gore analiz edilirler ve elde edilen sonuglar
sembolik degerler ile karsilastinlir. Kalite kontrol orneklerinden farkli olarak
dogruluk numuneleri sembolik degerin yiizdesi olarak raporlanir.*’ Dogruluk bazen

gerceklik olarak da anilabilir.*?

Metodun dogrulugunu ve geri kazanimini tayin etmek i¢in dogrusallik araligindaki
3 farkl konsantrasyonda (2,0 pg/ml, 5,0 yg/ml, 6,0 pg/ml) 6’sar adet numune

hazirlanmistir.

Gergeklestirilen hesaplamalar sonucunda metodun dogrulugu kanitlanmistir.
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2.2.1.3.5. Bulma Limiti (LOD) ve Saptama Limiti (LOQ)

LOQ (limit of quantification) bir numune igindeki analitin guvenilir bir sekilde ve
kabul edilebilir bir dogruluk ve Kkesinlik ile tayin edilebildigi en duguk

konsantrasyondur.*

LOD (limit of detection) bir numune igindeki analitin dedekte edilebilen ama kesin
miktar olarak belirlenebilmesine gerek olmayan en kiguk miktarinin spesifik bir

analitik prosediiriidiir.*?

DuslUk konsantrasyonda hazirlanan 6 farkli numune icin elde edilen sonuglarin

standart sapmalari hesaplanmistir.

LOD degerinin hesaplanabilmesi icin standart sapma degeri dogrusallik
parametresinden elde edilen dogru denkleminin egimine oranlandi ve 3,3 ile

carpilarak elde edildi.

LOQ degerinin hesaplanabilmesi igin standart sapma degeri dogrusallik
parametresinden elde edilen dogru denkleminin egimine oranlandi ve 10 ile

carpilarak elde edildi.
2.2.2. Nanopartikil Hazirlanmasi

Nanopartikullerin  hazirlanmasi  igin  birden fazla yontem denenmistir.
Nanopartikiiller Bhavna ve arkadaslar tarafindan kullanilan® coklu emulsiyon
¢cozlicl buharlastirma yoéntemi modifiye edilerek hazirlanmistir. Ozetle, 5 mg
PLGA polimeri 1 ml DCM (diklorometan) ile ¢ézinlr. % 1 DNP etken maddesine
esdeger DNP c¢ozeltisi ve 3 ml % 0,5 PVA ¢oOzeltisi eklenmigtir. Ultrasonik prop ile
1,5 dk. sonikasyon uygulanan numuneler ¢dzlicunun ugmasi igin agik hava
basinci altinda ve oda sicakliginda, manyetik karigtirici yardimiyla, 1000 rpm
hizda karistirir. Yaklasik 4 saat sonra organik ¢oéziclinin tamamen ugmasinin

akabinde ¢ozelti ultrasantirifijlenir, distile su ile yikanir ve liyofilize edilir.

Nanopartiktl hazirik agsamasinda optimum kosullarin elde edilmesi igin partikdl
boyutunu etkileyen parametreler arastiriimistir. Bunu gérmek igin numune hazirlik
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asamasindaki stabilizator miktari ve orani, ilag miktari, polimer miktari, sonikasyon
suresi, santriflj suresi gibi parametreler degistirilerek partikil boyutuna etkileri

gozlemlenmistir.

Partikul boyutuna etkileyen parametrelerin tespitinin akabinde hazirlama metodu

asagidaki sekliyle duzenlenmistir.

5 mg PLGA polimeri 1 ml DCM ile ¢dzunur. % 1 DNP (donepezil)’e esdeger DNP
cOzeltisi ve 2 ml % 0,5 PVA c¢ozeltisi eklenmistir. Ultrasonik prop ile sonikasyon
uygulanan numuneler ¢ézicinin ugmasi i¢in karismaya birakilmistir. Yaklasik 2
saat sonra ¢dzucu tamamen ugar ve ¢ozelti ultrasantirifijlenir, distile su ile yikanir

ve liyofilize edilir.

0,2 mg DNP
+2ml%5
PVA

8o,

partikiller

—p —— toplanir

5mgPlGA+| = |5 mg PLGA +
1 ml DCM 1 mlDCM

Sekil- 32: Nanopartiklllerin hazirlanmasi

2.2.3. Nanopartikiillerin Enkapsiilasyon Etkinligi ve ilag Yiiklenme Oraninin

Tespit Edilmesi

Yuklenme oraninin tespit edilmesi i¢in hazirlanan DNP yUkli nanopartiktllerden 1
mg numune tartilarak Gzerine 1 ml DMSO (Dimetil sulfoksit) eklenmistir. Bu ¢ozelti
ultrasonik banyoda oda sicakhginda 5 dk. bekletilmigtir. Numunelerin Gzerine 9 ml
pH 6,8 tamponu eklendikten sonra numuneler 10 dk. manyetik karistiricida
karigtinimistir. Manyetik karistiricidan alinan numuneler 13500 rpm hizda 30 dk.

boyunca oda sicakliginda santrifijlenmigtir. Santrifiij numunelerinden elde edilen
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supernatanlar valide edilen HPLC metodu ile analiz edilerek nanopartikullere
yuklenen madde miktari hesaplanmistir. Partikullerin enkapsulasyon etkinliginin
belirlenmesi ve ilag yuklenme oranlarinin hesaplanmasi i¢in asagidaki esitlikler

kullanilmistir.

__Toplam Ilag—Serbest ilag

EE x 100 3

Toplam ilag

__ Toplam Ilag—Siipernatanttaki Serbest lag

3
X
Toplam Partikil Miktari 100

10

EE: Enkapsulasyon etkinligi
iY: ilag yiiklenme orani
2.2.4. Nanopartikullerin Hazirlanma Verimlerinin Belirlenmesi

Nanopartiktllerin formulasyon etkinliginin belirlenmesi icin formilasyon sonucu
elde edilen toplam nanopartiklil miktarinin formilasyonda kullanilan polimer ve

etken madde agirliklarinin toplamina oranlanmasi ile belirlenmigtir.
2.2.5. Partikiil Buyiikliigu ve Zeta Potansiyelinin Belirlenmesi

Partikul buyUklugu ve zeta potansiyelinin belirlenmesi igin hazirlanan DNP yukli
nanopartikillerden 1 mg tartildi. Oda sicakhginda 10 ml suda 1 dk. boyunca
vorteks yardimiyla dagitildi. Partikdllerin partikil boyutu ve zeta potansiyeli
Malvern Instruments, Malvern Zetasizer, Nano-ZS cihazi kullanilarak olculdu ve

Olgumler kayit altina alindi.
2.2.6. Nanopartikillerin FTIR Analizlerinin Gergeklestirilmesi

DNP, PLGA ve DNP yuklu PLGA nanopartikulleri igin FTIR oOlgimleri alindi ve
spektrumlar kayit edildi.
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2.2.7. Stabilite Caligmalari

Hazirlanan nanopartikiller 1 ay boyunca 5°C sicaklikta bekletiimis ve partikil
boyutu, zeta potansiyeli, icerigindeki ilag miktari gibi parametrelerindeki

degisiklikler kontrol edilmistir. 3
2.2.8. In Vitro Salim Calismasi

5 mg DNP yuklu nanopartikil numunesi hassas terazide tartildi. 1 ml pH 6,8
tamponunda dagitildi ve 10 ml ¢éztinme ortaminda bekletildi. Numuneler daha
sonra 6nceden hazirlanmis diyaliz membranindan (MWCO 12,000 g/mol) salim
profillerinin gézlemlenmesi igin 37°C sicakliga ayarlanan yatay karistiricida 100
rom hizinda karistirildi. Belirli zaman araliklarinda numuneler alindi ve alinan
numune kadar c¢o6zunme ortami Kkarigtiricilya eklendi. Alinan numunelerin
icerigindeki etken madde miktar valide edilmis HPLC metodu ile 6lguldu. Elde
edilen ila¢g salim deg@erleri numunelerin alindigi zaman araliklarina gore grafige
gegirildi ve hazirlanan nanopartikullerin in- vitro salim profilleri gizildi. Bu ¢alisma 6
adet numune ile gerceklestirildi. Numunelerden 6rnekleme yapilma zamanlari t:
0,5;0,75; 1; 1,5; 2; 2,5 3; 4; 5; 6,7 ;8 saat zaman araliklari olarak belirlendi.
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3. SONUGLAR

3.3.1 Donepezil’in HPLC Yontemi ile Miktar Tayini

Donepezil etken maddesinin HPLC yoéntemi ile miktar tayini analizinin
gerceklestiriimesi igin boélim 2.2.1.1’de belirtilen 2 numarali yéntem kullaniimistir.
50 ul enjeksiyon hacmi ile 1 ml/ dk. akis hizinda, 10 dk. enjeksiyon suresinde, 268
nm dalgaboyunda, 25°C kolon sicakhginda, mobil faz A olarak 0,25 ml GAA ve 1
ml TEA’ in 1 L suda ¢d6zinmuUs hali, mobil faz B olarak metanol, mobil faz orani ise
% 50 MFA:% 50 MFB kullanilarak ayarlanmis olup kolon olarak ACE C18 250 cm

X 4,6 mm x 5 ym kolon kullaniimigtir.
3.3.1.1. Donepezil igin Kalibrasyon Dogrusunun Elde Edilmesi

Bolim 2.2.1.2’de anlatildigi Uzere DNP etken maddesi igin kalibrasyon
dogrusunun elde edilmesi amaciyla hazirlanan 1 mg/ ml konsantrasyonundaki stok
cOzeltisinden seyreltilerek hazirlanan 7 farkli konsantrasyondaki kalibrasyon
numunesi valide edilmis HPLC metodu ile analiz edilmistir. Her bir numune 2’ser
defa enjekte edilmistir ve bu enjeksiyonlar sonucunda elde edilen alanlarin
ortalamasi alinmistir. Kalibrasyon dogrusunun cizilmesi igin secilen 7 farkl
konsantrasyon 1,0 pg/ml, 2,0 yg/ml, 3,0 ug/ml, 4,0 yg/ml, 5,0 ug/ml, 6,0 pyg/ml ve
7,0 ug/ml seklindedir.

Analizler sonucunda belirlenmis konsantrasyonlar icin elde edilen alanlar grafige
cizilmistir ve lineer regresyon analizi yapilmistir. Lineer regresyon analizi

sonucunda elde edilen dogru denklemi gerceklestirilen ¢alismalarda kullaniimigtir.
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¥ = 2,51435x
20 R*=0,9995

15
Area

10

1 2 3 4 5 & 7

Concentration,ug/mi

Sekil- 33: DNP igin 7 farkli noktada cizilen kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi
(n=7)

Grafikten elde edilen R? degeri belirlenen regresyonu sagladigi icin kullanilan
analitik metodun dogrulugu kanitlanmigtir. Analitik metot belirlenen konsantrasyon

araliklarina dogrusal yanit vermektedir.
3.3.2. Analitik Metodun Valide Edilmesi

DNP etken maddesinin tayini i¢in kullanilan analitik yontem Bolum 2.2.1.2’de

anlatildigi sekilde valide edilmistir.
3.3.2.1 Ozgiilliik (Segicilik) Parametresi

DNP etken maddesinin tayininde kullanilan analitik metodun seciciliginin
kanittanmasi icin hem etken madde yukli nanopartikil ¢ozeltisi, hem bos
nanopartikil ¢ozeltisi, numune hazirlama amach kullanilan tm ¢ézutcuiler, PLGA
¢Ozeltisi, mobil faz A, mobil faz B, pH 6,8 tamponu, su ve DCM HPLC viallerine
orneklenmis ve kullanilan analitik metot ile okumalari gergeklestiriimigtir. Bu
calismanin sonucunda elde edilen kromatogramlar igcinde hi¢ birinde DNP etken
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maddesinin alikonma zamaninda, DNP etken madde piki ile ¢akisacak herhangi
bir absorbansa rastlanmamistir. Elde edilen sonuglardan kullanilan analitik
metodun DNP etken maddesini o6lgmek icin secici oldugu ve etken madde
Olcumlerinde kullanilan diger girdilerden higbirine ait girisim olmadigi

kanitlanmistir.

3.3.2.2 Kesinlik Parametresi

3.3.2.2.1 Tekrarlanabilirlik

DNP etken maddesinin tayininde kullanilan analitik metodun kesinlik
parametresinin kanitlanmasi amaciyla dogrusallik grafigi icinden segilen 3 farkli
konsantrasyonda 6’ sar adet numune hazirlanmistir. Segilen konsantrasyonlar 4
pg/ml, 6 pg/ml, 7 ug/ml seklindedir. Belirlenen konsantrasyonlarda hazirlanan
numuneler ayni gun iginde ayni sistemde pes pese analiz edilmigtir. Analizler
sonucunda elde edilen alanlar kayit edilmistir. Her bir konsantrasyon igin elde
edilen alanlarin ortalamasi (ORT), standart sapmasi (SD) ve relatif standart
sapmasi (RSD) hesaplanarak yodntemin tekrarlanabilirligi  kanitlanmigstir.
Tekrarlanabilirlik parametresinden elde edilen veriler Tablo 8de verilmektedir.
Ayni konsantrasyondaki farkli numunelerin ardigik okutulmalarindan elde edilen
sonuglar arasindaki SD degerinin  <2,0 olmasi metodun kesinligini

kanitlamaktadir.'1"2
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Tablo- 7: Tekrarlanabilirlik parametresinin sonuglari ( n=6 numune igin)

Teorik Hazirlanan Elde Edilen
Konsantrasyon Ortalama Standart Relatif Standart
y Konsantrasyon Sapma, SD Sapma, RSD
Hg/mi
Hg/ml

4 pg/ml 3,98 0,03 0,001

6 ug/ml 6,04 0,03 0,013

7 ug/ml 7,05 0,04 0,000
3.3.2.2.2. Ara Kesinlik
DNP etken maddesinin tayininde kullanilan analitik metodun kesinlik

parametresinin kanitlanmasi amaciyla dogrusallik grafigi icinden segilen 3 farkli
konsantrasyonda 6’ sar adet numune hazirlanmistir. Segilen konsantrasyonlar 4
Mg/ml, 6 ug/ml, 7 ug/ml seklindedir. Belirlenen konsantrasyonlarda 2 farkli glinde
hazirlanan numuneler 2 farkli gun iginde ayni kosullardaki sistemde analiz
Her bir
konsantrasyon igin elde edilen alanlarin ortalamasi (ORT), standart sapmasi (SD)
(RSD)

kanitlanmistir. Ara kesinlik parametresinden elde edilen veriler Tablo 9da

edilmigtir. Analizler sonucunda elde edilen alanlar kayit edilmigtir.
ve relatif standart sapmasi

hesaplanarak yontemin ara kesinligi

verilmektedir.
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Tablo- 8: Ara Kesinlik parametresinin sonuglari ( n=6 numune igin)

cier | Togrktiemrlanan | Griaama | Standa | Rt Sandan
Derigim pg/ml ' '
4 pg/ml 3,98 0,03 0,001
1. giin 6 ug/ml 6,04 0,03 0,013
7 ug/ml 7,05 0,04 0,000
4 pg/ml 4,02 0,06 0,002
2. giin 6 ug/ml 6,01 0,06 0,024
7 ug/ml 7,04 0,04 0,001

3.3.2.3 Dogrusallik Parametresi

DNP etken maddesinin HPLC ile miktar tayini yonteminin belirlenen aralikta
dogrusal sonuglar verdigini kanitlamak igin belirlenen 7 farkli konsantrasyonda
Her bir

konsantrasyon degeri igin analiz edilen 2 farkli numuneden elde edilen alanlarin

hazirlanan 2’ser adet numune HPLC sisteminde analiz edilmigtir.

ortalamalari alinmigtir. Elde edilen sonuglar hazirlanan konsantrasyonlara karsi
grafige gegcirilmigtir. Lineer regresyon hesabi yapilarak dogruluk denklemi elde
edilmistir. Grafik ve denklem Sekil-8'de veriimektedir. Elde edilen R? degeri > 0,99

oldugu igin analitik metodun dogrusalligi kanitlanmistir.
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3.3.2.4 Dogruluk ve Geri Kazanim Parametresi

DNP etken maddesinin miktar tayini igin gelistirlen HPLC metodunun dogruluk ve
geri kazanim parametresinin kanitlanmasi igin secilen 3 farkli konsantrasyonda
6’sar adet numune hazirlanmistir. Segilen konsantrasyonlar 2,0 pg/ml, 5,0 yg/ml,
6,0 pg/ml seklindedir. Secilen konsantrasyonlarda hazirlanan numuneler HPLC
sisteminde analiz edilmistir. Analizler sonucunda hesaplanan konsantrasyonlarin
teorik konsantrasyonlardan sapmasi hesaplanmistir. Teorik konsantrasyonlar ve
hazirlanan ¢ozeltilerden elde edilen sonuglar ile hesaplanan konsantrasyonlarin
sapmasi Tablo-10'da verildigi gibidir. Elde edilen sonuglar i1siginda DNP etken
maddesinin  miktar tayini igin geligtiilen HPLC metodunun dogrulugu

ispatlanmistir.

Tablo- 9: Dogruluk ve Geri Kazanim parametresinin sonuglari ( n=6 numune)

Teorik Hazirlanan Elde Edilen
. Ortalama SD RSD % Dogruluk
Derisim pg/ml .
Derisim pg/ml
2 ug/ml 1,98+0,03 0,029807 |0,036883 99,00
5 pg/ml 5,00+0,02 0,020345 |0,009961 100,00
6 pg/ml 6,06+0,02 0,018427 |0,007455 101,00

3.3.2.5 Bulma Limiti (LOD) ve Saptama Limiti (LOQ)

DNP etken maddesinin miktar tayini analizi icin gelistirlen HPLC metodunun
validasyonu kapsaminda LOD ve LOQ limitlerinin belirlenebilmesi igin disuk
konsantrasyonda hazirlanan 6 farklh numune HPLC sistemi ile analiz edilmistir.

Analiz ile elde edilen sonuglarin standart sapmasi hesaplanmistir.
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LOD degerinin hesaplanabilmesi igin elde edilen standart sapma degeri
dogrusallik parametresinin kanitlanmasi agsamasinda gizilen lineerite grafigine ait
denklemin egimine oranlanarak 3,3 ile carpiimigtir. Bu galisma sonucunda DNP
etken maddesinin analizi igin gelistirilen miktar tayini metodunun LOD degeri 0,09

pg/ml olarak hesaplanmistir.

LOQ degerinin hesaplanabilmesi icin elde edilen standart sapma degeri
dogrusallik parametresinin kanittanmasi asamasinda cizilen lineerite grafigine ait
denklemin egimine oranlanarak 10 ile garpilmistir. Bu ¢alisma sonucunda DNP
etken maddesinin analizi i¢in gelistirilen miktar tayini metodunun LOQ degeri 0,28

pg/ml olarak hesaplanmigtir.

3.3.3. Nanopartikil Hazirlanmasi, Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyeli
Nanopartikullerin hazirlanmasi igin birden fazla yontem denenmistir.

1. yontem;

1. yontem A; Bu yOntem Alaa ve arkadaglar tarafindan gelistirilien PLGA-
Poloksamer nanopartikiil hazirlama metodunun®® revize edilmesiyle gelistirilmistir.
50 mg PLGA ve 50 mg Poloksamer 407 hassas terazide tartiimistir. Tartilan
numune uzerine 5 ml DCM ilave edilmis ve vorteks yardimi ile ¢dzulmugtir.
Hazirlanan ¢ozelti Gzerine 2 mg DNP etken maddesine esdeger miktarda DNP
cozeltisi eklenmigtir. Bu ¢ozelti manyetik karistirici ile karismakta olan 25 ml etanol
Uzerine eklenmistir. Cozelti, organik fazin ugurulmasi igin 1 gece oda sicakhginda
karismaya birakilmigtir. 24 saatin sonunda numune 13500 rpm hizda 1 saat
sureyle oda sicakhdinda ultrasantrifUjlenmistir. Bu sekilde 3 adet numune
hazirlanmistir. SUpernatan alinmis ve partikil boyutu 6élglilmustar. Hazirlanan
numunenin partikll boyutu ortalama 8350 + 152 nm olarak Olglimustir. Bu
yontem ile hazirlanan partikillerin boyutlarinin nano boyutlardan ziyade mikro

boyutlara daha yakin oldugu tespit edilmigtir.

1. yontem B; 50 mg PLGA ve 50 mg Poloksamer 407 hassas terazide tartiimigtir.

Tartilan numune uzerine 2 ml DCM ilave edilmis ve vorteks yardimi ile
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¢ozulmustur. Hazirlanan ¢ozelti Uzerine 2 mg DNP etken maddesine esdeger
miktarda stok ¢oOzeltisi eklenmistir. Bu ¢Ozelti manyetik karistirici ile karigsmakta
olan 25 ml etanol Uzerine eklenmigtir. Cdzelti organik fazin ugurulmasi igin
evaporatérde 175 bar basing altinda 40°C sicaklikta, 100 rpm hizda karigtiriimistir.
Organik faz tamamen ugurulduktan sonra numuneler 13500 rpm hizda 1 saat
sureyle oda sicakliginda ultrasantrifijlenmigtir. Ayn1 yontem ile 3 adet numune
hazirlanmistir. Stpernatan alinmis ve partikll boyutu élgtlmasttr. Bu yéntem ile
hazirlanan partiktllerin ortalama partikil boyutlari 295 nm olarak olgulmustar.
Polidispersite indeks degeri 0,249 olarak elde edilmigtir. Partikil boyutu dagilimi

ise;
% 95,5;: 323 £ 20 nm ve
% 4,5;: 4733 £ 243 nm

olarak elde edilmisti. DNP etken maddesi yuklu PLGA nanopartikillerinin
hazirlanmasi igin uygulanan metodun ¢6zucu buharlastirma basamaginda yapilan
degisikligin partikl boyutunu ve partikal dagilimini etkiledigi géralmustir. Organik
faz olarak etanolin kullanildii ve homojenizasyon asamasinin vorteks ile
gerceklestirilerek Uretilecek olan DNP yukli PLGA nanopartikilleri igin partikal
boyutunu belirleyen kritik basamaklarda birinin ¢ozicl buharlastirma asamasi

oldugu gorulmustur.
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Tablo- 10: 1. Yontem A ve 1. Yontem B i¢in karsilastirma tablosu ( n=3 numune
igin)

Etken -
Yéntem | Polimer Miktar | Madde | $0ZUct Buharlagtirma|  Ortalama
. Basamag Partikiil Boyutu
Miktan
Sicaklik:
oda sicakhgi
Karistirma hizi: 1000
rpm
0 .

1. yontem-A 100 mg 2 mg A)l(l)g.zssso *
Karistirma basinci: nm
acik hava basinci

Ugurma Sdresi:
24 saat
Sicaklik: 40°C
Karlstlrn:amhlzu 100 % 95.5: 323 +
P 20 nm
1. yontem-B 100 mg 2mg Karistirma basinci: % 4,5; 4733 +
175 bar 243 nm
nm
Ucurma Sdresi:
4 saat

2. yontem:;

2. yontem A; 100 mg PLGA hassas terazide tartimig ve 3 ml DCM ile
¢ozulmustir. 2 mg DNP etken maddesine esdeger stok c¢ozeltisi vorteks ile
homojenize edilmekte olan polimer ¢ozeltisinin tGzerine eklenmistir. Cozeltiler 1 dk.
boyunca vorteks yardimi ile karnistinlmistir. Karnigtirllan ¢ozelti manyetik
karigtiricida karismakta olan 20 ml % 1 PVA c¢ozeltisinin Gzerine eklenmistir.
Karigim 5 dk boyunca 4000 rpm hiziyla ultraturaks ile karigtiriimigtir. Elde edilen
karisim bir behere alinip adzi acik bir sekilde organik fazin ugmasi igin 24 saat
karismaya birakilmistir. Organik faz ucgurulduktan sonra numuneler 13500 rpm
hizinda oda sicakliginda 30 dk. santrifijlendi. Distile su ile yikandi. Ayni yontem ile
3 adet numune hazirlanmigtir. SUpernatan alinmig ve partikil boyutlan

OlcUlmustir. Bu yontem ile hazirlanan partikiller organik fazin ugurulmasi
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asamasinda goOzle gorulur sekilde agrege oldugu igin partikil boyutu olgumleri

yapilamamistir.

2. yontem DNP etken maddesi yukli PLGA nanopartiktllerinin % 1 PVA ile

hazirlanmasi igin uygun bulunmamistir.

2. yontem B; 100 mg PLGA hassas terazide tartiimis ve 5 ml DCM ile
¢ozulmustir. 5 mg DNP etken maddesine esdeger DNP c¢ozeltisi vorteks ile
homojenize edilmekte olan polimer ¢ozeltisinin Uzerine eklenmigtir. Cozeltiler 1 dk.
boyunca vorteks yardimi ile kanstinimistir. Karigtinlan ¢ozelti manyetik
karigtiricida karigmakta olan 20 ml % 1 PVA c¢ozeltisinin Uzerine eklenmistir.
Karisim 3 dk boyunca 8000 rpm hiziyla ultraturaks ile karistiriimistir. Elde edilen
karisim bir behere alinip adzi agik bir sekilde organik fazin ugmasi igin 24 saat
karismaya birakilmistir. Organik faz ucgurulduktan sonra numuneler 13500 rpm
hizinda oda sicakhginda 30 dk. santrifUjlenmistir. Akabinde distile su ile
yikanmistir. Ayni yontem ile 3 adet numune hazirlanmigtir. Supernatan alinmis ve
partikil boyutu Olclimustlir. Numuneler organik fazin ugurulmasi asamasinda
gbzle gorulur sekilde agrege olduklari i¢in partikil boyutu olgimleri kayit altina

alinmamisgtir.

3. yontem- A; Nanopartikiiller Bhavna ve arkadaslari tarafindan kullanilan® ¢oklu
emdlsiyon ¢odzlict buharlastirma yéntemi modifiye edilerek hazirlanmistir. Ozetle,
5 mg PLGA polimeri 1 ml DCM ile ¢dzinudr. % 2 DNP etken maddesine esdeger
DNP c¢ozeltisinden ve 2 ml % 0,5 PVA c¢ozeltisi eklenmistir. Ultrasonik prop ile 1,5
dk. sonike edilen numuneler ¢éztuclinun ugmasi evaporatdorde 40°C sicaklikta, 850
mbar basing altinda karistirildi. Organik faz ugurulduktan sonra 13500 rpm hizda
30 dk boyunca ultrasantiriftijlenir, distile su ile yikanir. Bu sekilde 3 adet numune
hazirlanmistir. Hazirlanan numunelerin ortalama partikul boyutu 209,8 £ 1,25 nm
olarak Olglimustur. Numunelerin PDI degeri ise ortalama 0,112 olarak kayit

edilmistir.
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3. yontem B; 3. Yontem- A degistirilerek uygulanmistir. 5 mg PLGA polimeri 1 ml
DCM ile ¢ozunur. % 2 DNP etken maddesine esdeger stok ¢ozeltisinden ve 2 ml
% 0,5 PVA c¢odzeltisinden eklenmistir. Ultrasonik prop ile 1,5 dk sonike edilen
numuneler ¢ozucunun ugmasi igin manyetik karistirici ile 1000 rpm hizda birkag
saat karistinlmistir. Organik faz ucgurulduktan sonra 13500 rpm hizda 30 dk
boyunca ultrasantirifUjlenir, distile su ile yikanir. Bu sekilde 3 adet numune
hazirlanmistir. Hazirlanan numunelerin ortalama partikul boyutu 141,1 £ 0,97 nm
olarak olgulmugtur. Numunelerin PDI degeri ise ortalama 0,199 olarak kayit

edilmistir.

Bu yontem ile hazirlanan DNP yukli PLGA nanopartikulleri igin organik fazin
ugurulmasi agsamasinin partikil boyutuna ve PDI degerine etkisi Olgulmustar.
Organik fazin ugurulmasi icin manyetik karistirici kullanilmasinin partikiil boyutu

degerlerine olumlu etkisi oldugu tespit edilmigtir.

Tablo- 11: 3. Yontem A ve 3. Yontem B igin karsilastirma tablosu ( n=3 numune)

Polimer Etken Coziici Ortalama
Yontem . Madde Buharlastirma PDI | Partikil
Miktari - 9
Miktan Basamagi Boyutu
Sicaklik: 40°C
Karistirma hizi:
100 rpm %100:
3. yontem-A 5mg 0,1mg | Karistirma basinci: |0,112| 209,8 +
175 bar 1,25 nm
Ucurma Sdresi:
4 saat
Sicakhk:
oda sicakhgi
Karistirma hizi:
1000 rpm %100
3. yontem-B 5 mg 0,1 mg 0,199| 1411+
Karistirma basinci: 0,97 nm
acik hava basinci
Ugurma Sdresi:
24 saat




3. yontem ile homojen ve kabul edilebilir buyuklukte partikuller elde edilmigtir. Bu
nedenle 3. yontem igin partikil boyutunu etkileyen diger parametrelerin tespit
edilmesi amaciyla polimer miktari, stabilizator miktari, sonikasyon suresi, santrifij
suresi, DNP miktari gibi girdiler farkli oranlarda kullanilarak partikil boyutunda

meydana gelen degisimler dl¢cliimustar.
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Tablo- 12: 3. yontem ile hazirlanacak nanopartikuller igin partikil boyutunu

etkileyen parametrelerin belirlenmesi ( n=3 numune)

Yéntem quimer Etker] Madde Stapilizatér Soni_l_(as;{on Sa_r)trifu':ij Ortalama Partikiil
Miktar Miktar Miktar Siiresi Siiresi Boyutu
3.yontemC | 2,5mg 0,1 mg 3 ml %0,5 PVA 1 dk. 30dk. | 1353+1,78 nm
3.yéntemD | 10 mg 0.1 mg 3 ml %0,5 PVA 1dk. s0dk, | 14890M =091
3. yéntemE 5mg 0,1 mg 2 ml %0,5 PVA 1dk. 30 dk. 123'?1:1 1,08
3. yéntemF 5mg 0,1 mg 4'ml 9%0,5 PVA 1 dk. 30 dk. 1444 21,74
3.yontemG | 5mg 0.1mg 3 ml %0,5 PVA 0.5 dk. 30 dk. 1452 £0.78
3. yéntemH 5mg 0,1 mg 3 ml %0,5 PVA 2 dk. 30 dk. 95*6‘;:\ 1,27
3. yéntem | 5mg 0,1 mg 3 ml %0,5 PVA 1 dk. 200k, | 1423042082
3. ydntemJ 5mg 0,1 mg 3ml %0,5 PVA 1 dk. 40 dk. 141":] * 0.58
3.yéntemK | 5mg 0,05 mg 3 ml %0,5 PVA 1 dk. 30 dk. 1421 21,55
3. yéntemL 5mg 0,2mg 3 ml %0,5 PVA 1dk. 30 dk. 121'31:1 1,54
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DNP yiklt PLGA nanopartikullerinin 3. Yontem ile hazirlanmasi asamasinda
partikul boyutunu etkileyen parametreler olgulmustur. Bu ¢alismanin sonucunda
ultrasonikasyon suresi 2 dk olarak arttiriimigtir, DNP miktari 0,2 mg olacak sekilde
arttinlmig, PVA miktari 2 ml olacak sekilde azaltilmistir. Nanopartikuller
hazirlanma yonteminde yapilan degisiklikler ile yeniden formile edilmiglerdir.

Secilen bu yontem 4. Yontem olarak adlandiriimigtir.

4. yontem; 4. yontem 3. yontemin optimize edilmesi ile geligtiriimistir. Bu yontem
ile 5 mg PLGA polimeri 1 ml DCM ile ¢ozunur. 0,2 mg DNP’e esdeger DNP
¢Ozeltisi ve 2 ml % 0,5 PVA c¢ozeltisi eklenmistir. Ultrasonik prop ile 2 dk sonike
edilen numuneler ¢ozucunun ugmasi icin manyetik karistirici ile 1000 rpm hizda
birka¢ saat karistiriimistir. Organik faz ugurulduktan sonra 13500 rpm hizda 30 dk.
boyunca ultrasantirifljlenir, distile su ile yikanmigtir. Bu sekilde 3 adet numune

hazirlanmistir.

Optimum sonuglarin alindi§i yéntem olarak belirlenen 4. yéntem ile ortalama
partikil boyutu 85,05 nm olarak elde edilmistir. PDI degeri 0,065 olarak

raporlanmistir. Elde edilen partiktller 1-100 nm araligindadir.

Size Distribution by Intensity

Intensiy (Fercant)
=

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil- 34: DNP yukli PLGA nanopartikillerinin partiktl boyut diagrami
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Partikullerin zeta potansiyeli -20,8 mV olarak Olgulmuagtir. Bu da partikillerin

stabilitesinin iyi oldugunu gosteren bir diger etmendir.

Zeta Potential Distribution
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1000000+ r=rrssressartsaraasianassarnarannas ..| vata

. | - .

Total Counts
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g —t #* ¥
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Sekil- 35: DNP yukli PLGA nanopartikullerinin zeta potansiyel

Tablo- 13: 4. Yontem ile Uretilen nanopartikllerin partikil boyutu, PDI ve zeta

potansiyeli degerleri (n=6 numune)

Partikiil Boyutu ngtt':;lm PDI Zeta Potansiyeli,mV
NP-1 85,05 0,065 -20,8
NP-2 84,73 0,057 -20,9
NP-3 85,11 0,081 -20,5
NP-4 86,01 0,089 -21,9
NP-5 85,21 0,055 -19,7
NP-6 84,21 0,045 -20,9
Ortalama 85,05 0,065 -20,8
Standart Sapma 0,59 0,017 0,71

3.3.4. Nanopartikiillerin Enkapsiilasyon Etkinligi ve ilag Yiiklenme Oraninin

Tespit Edilmesi

Hazirlanan nanopartikullerin yuklenme oranlarinin tespit edilmesi i¢in bolum
2.2.3'te anlatilan metot kullaniimigtir. Bu metot ile enkapsulasyon etkinligi ve
yuklenme oraninin 6 farkli numunede tayin edilmesiyle elde edilen sonuglar

asagidaki tabloda verildigi gibidir.
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( n=6 numune)

Tablo- 14: Hazirlanan nanopartikillerin enkapsulasyon etkinligi ve yliklenme orani

Numune % EE % Iy
Numune-1 79,5+ 0,87 17,5+0,71
Numune-2 80,5+ 0,87 18,5+ 0,71
Numune-3 79+ 0,87 16,5+ 0,71
Numune-4 79,75 £ 0,87 18 £ 0,71
Numune-5 80,9 £ 0,87 17,5+ 0,71
Numune-6 81,25+ 0,87 17 £ 0,71

ORTALAMA 80,15 17,5
STANDART SAPMA 0,87 0,71

3.3.5. Nanopartikillerin Hazirlanma Verimlerinin Belirlenmesi

Hazirlanan DNP etken maddesi yUkli PLGA nanopartikillerinin hazirlanma
verimlerinin belirlenmesi icin elde edilen nanopartikil miktarinin  agirhginin
nanopartikuller hazirlanirken alinan polimer miktarinin ve nanopartikullere eklenen
PLGA miktarinin toplam agirliklarina oranlanmistir. DNP  yikli PLGA
nanopartikullerinin hazirlanmasi asamasinda elde edilen partikil hazirlama

verimleri 3 adet numune icin Tablo-14'te verilmektedir.
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Tablo- 15: Nanopartikullerin hazirlanma veriminin dl¢gilimesi ( n=3 numune)

PLGA + DNP NP Agirhigi, mg % Verim
NP-1 5mg + 0,2 mg 3,89 74,80769
NP-2 5mg + 0,2 mg 4,01 77,11538
NP-3 5mg + 0,2 mg 3,99 76,73077

3.3.6. Fourier Transform Infra Red Spektroskopisi (FTIR)

Donepezil hammaddesinin, nanopartikul Uretiminde kullanilan PLGA polimerinin

ve donepezil yiiklii PLGA nanopartikiillerinin FTIR spektrumlari cekilmistir.®

U121 absorbans
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Sekil- 36: Donepezil etken maddesine ait FTIR spektrumu
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Sekil- 37: PLGA polimerine ait FTIR spektrumu
Absorbans
nis
013
01z
ot
oo
o
ong .
07
005
ons
004 ¢ 3008
ooz
1690 1584

002 2924
on \&L—ywk\wx
00
oS L

40000 3600 300 500 40 - 200 1500 1600 1400 1200 1000 o

Sekil- 38: Donepezil etken maddesi yukli PLGA nanopartikillerine ait FTIR

spektrumu

Donepezil' in FTIR spektrumu ilag yapisinin karakteristik piklerini gostermektedir.
3008 cm™ aromatik CH grup gerilmesini gdstermektedir, 2924 cm™ alifatik CH;
grup gerilmesini gdstermektedir. 1690 cm™ ve 1589 cm™ sirasiyla C=0 karbonil

grup gerilmesini ve C=C gerilmesini géstermektedir.’
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3.3.7. Stabilite Galigmalan

Sentezlenen nanopartikuller 1 ay boyunca 5°C sicaklikta bekletiimis ve partikul
boyutu, zeta potansiyeli, igerigindeki ilag miktari gibi parametrelerindeki
degisiklikler kontrol edilmigtir. Kontrol sonucunda partikullerin tipik degerlerinde

belirgin bir degisim olmadigi gdzlemlenmisgtir.

Tablo- 16: Stabilite calismasinin sonuglari

Nanopartikiil Partikiil Boyutu, nm | Zeta Potansiyeli,mV EE, %
NP-1,TO 85,09 -20,5 80,12
NP-2,TO 85,51 -20,1 79,78
NP-3,TO 85,67 -21,0 80,47
NP-1,T1 85,17 -20,3 80,1
NP-2,T1 85,62 -19,7 79,77
NP-3,T1 85,65 -20,6 80,4

TO: Baslangi¢ anindaki deg@erler, T1: 1. Ay sonundaki degerler

3.3.8. In Vitro Salim Caligmasi

Hazirlanan DNP vyukld PLGA nanopartikillerinin in vitro salim profillerinin
g6zlemlenebilmesi igin numuneler pH 6,8 tamponunda, 37°C sicaklikta ve 100 rpm
hizinda dagitildi. Daha 6nceden hazirlanmis olan diyaliz membran icinden salim
miktarlari belirlenen zaman araliklari igin kontrol edildi. Her 6rneklemenin akabinde
salim sistemine alinan numune kadar ¢ozinme ortami enjekte edilmigtir.
Belirlenmis olan 6rnekleme zamanlarn t: 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 2,5 3; 4; 5; 6,7 ;8 saat

zaman araliklari olarak segilmigtir.
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Sekil- 39: DNP yukli PLGA nanopartikullerinin in- vitro salim profili ( n=6 numune)

Gergeklestirilen salim g¢alismalarinin sonucunda partiktllerin ortalama 3 saatte %

100 salima ulastiklari hesaplanmigtir.
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4. YORUM

Son yillarda saglik sektorinde yasanan olumlu gelismeler sayesinde ortalama
yasam suresinde artis olmustur. Ortalama yasam beklentisinde olusan artis ile 65
yas ve Uzeri niufus popullasyonunda artis meydana gelmistir. Orta yas Ustu
ndfusun artmasi ise basta demans gibi hafiza problemlerinden kaynaklanan ve
yasla artis gdsteren hastaliklarin gériilme sikhigini etkilemektedir.® Giiniimiizde
dinya capinda yaklasik 46 milyon demansl bulunmaktadir. Hastaligin nedeni
bilinmemektedir ve glinimuzde dejeneratif prosesi durduracak ya da yavaslatacak
bir tedavi ydntemi yoktur.® AH’nin neden oldugu bilissel fonksiyonlari iyilestirmek,
mental ve duygusal degsiklikleri kontrol altina almak ve sonugta hastanin hayat
kalitesini yukseltmek amagclanarak uygulanan bir takim semptomatik tedaviler
mevcuttur.” Ancak yine de AHna karsi uygulanan koruyucu ve terapdtik
stratejilerin  ¢ogu hala c¢ok sinirhdir ve daha etkili stratejilere ihtiyag
duyulmaktadir.® Gelismis ilkelerde AH 4. 6nde gelen 6lim nedeni olmustur.?
Kolinerjik eksiklik AH’nin en temel patolojik 6zelliklerinden biridir. Bu eksiklik
AH’nin primer semptomlari olan biling ve hafiza kaybi ile iliskilidir."* Donepezil AH

tedavisinde kullanilan reversible bir kolinesteraz inhibirtoradur.

Kolinerjik sistem ogrenme, hafiza ve Alzheimer hastaliginda kolinerjik
disfonksiyondan kaynaklanan siddetli hafiza bozukluklarinda 6nemli bir rol
oynamaktadir.> Donepezil, FDA tarafindan onay alan (1996) ikinci kolinesteraz

inhibitéri ve piperidin tirevidir.>?

Kan Beyin Bariyeri (KBB) ; kan dolagimi ve santral sinir sistemi (SSS) arasindaki
dinamik, fiziksel ve biyolojik bir bariyerdir.! KBB, AH tedavisindeki en 6nemli
engellerden birini olusturmaktadir. Bu bariyerin Ustesinden gelmek icin; on-ilag/ko-
ilag tasiyici sistem formulasyonlari, antibadiler gibi partikil tasiyici sistemler,
lipozomlar ya da nanopartikiiller (NP) gibi bir cok strateji gelistiriimistir.> KBB

beyne homeostatik kendi kendini koruma mekanizmasi saglarken ayni zamanda
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ila¢ tasima acgisindan agilmaz bir engel olusturarak norolojik hastaliklarin tani ve

tedavisini zorlastirir.*

Geleneksel tagsima mekanizmalarindaki yetersizlik nedeniyle ilag molekillerinin
KBB’ni gecgebilmesi i¢cin KBB’nin osmotik olarak agilmasi ya da ilag tasiyici
sistemlerin gelistirilmesi gibi yeni stratejilere ihtiyag duyulmaktadir.' KBB'ni atlatan
girisimsel teknikler arasinda ila¢ tasiyici nanoboyutlu sistemlerin kullanimi ve

intranazal yol bulunmaktadir.

Nanoteknoloji maddenin ¢ok kuguk bir olgekte kullanimi ve manipulasyonudur. Bu
Olculerde atomlar ve molekuller farkli ¢alisirlar ve genis bir alanda ilging kullanim
olanaklari saglarlar.?’® Nanopartikilller geleneksel ilag tasiyici sistemler ile
kiyaslandiginda yuksek stabilite, ylksek spesifiklik, yliksek ila¢ tagima kapasitesi,
kontrolli salim yetenegi, farkl rotalarda kullanim olasihidi ve hem hidrofilik hem de
hidrofobik ilaglarin tasinabilmesi gibi belirgin avantajlara sahiptirler.? Polimerik
nanopartikullerin sentezinin gelistiriimesi gen, protein ve ila¢g tasinimi alaninda
belki de en basarili gelisimlerden biridir.?* 1-100 nm boyutundaki hanomateryaller
fizikokimyasal Ozellikleri ve fonksiyonellestirmeye olanak saglamalari sayesinde
KBB’'ni gegme ve bu sorunun ¢dzUmu igin potansiyel bir biyomedikal arag
olusturur.’ Polimerik nanopartikiiller nanometrik boyutlariyla ilaglari in vitro ve in
vivo bozunmadan korurlar, ilaci kontrolli bir sekilde salabilirler ve ilag
hedeflendirme olasili§i sunarlar.® Kan beyin bariyerini atlatan girisimsel teknikler
arasinda ilag¢ tasiyici nanoboyutlu sistemlerin kullaniminin yani sira intranazal yol

da bulunmaktadir.

Bu calismada, partikiller icindeki etken maddenin tayini icin literattrdeki farkli
sistemler ile hazirlanan farklh HPLC ydntemleri incelenmistir. Kullanilan analitik
yontem literatiirde mevcut olan bir metottan®® yola cikilarak gelistirilmistir. Literatiir
metodu igin gergeklestirilen mobil faz igerigi ve mobil faz orani Uzerinde yapilan
degisiklikler sonucunda literatire DNP etken maddesinin tayininde kullaniimak
uzere uygulanabilecek kismen daha pratik bir metot kazandiriimigtir. Bu amagla
Bolum 2.2.1.1°de belirtiimekte olan 2 numarali yontem kullaniimistir. Analitik metot

icin uygulanan metodun kosullarina ait ayrintilar Tablo-6’da verilmektedir. 50 pl
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enjeksiyon hacmi, 1 ml/dk. akis hizi, 268 nm dalga boyu, 25°C kolon sicaklgi,
mobil faz a olarak 1L suda 0,25 ml GAA ve 1 ml TEA, mobil faz b olarak metanol,
mobil faz orani % 50- % 50 ve kolon tipi ACE C18 250 cm x 4,6 mm x 5 ym’dir. Bu
kosullar uygulanarak kurulan HPLC sisteminden elde edilen kromatogram Sekil-
15’te verildigi gibidir. Etken madde piki i¢in allkonma zamani 4,195 dk.,
kuyruklanma faktort < 1,0 ve teorik plaka sayisi 3857°dir. Elde edilen degerler ICH

Guideline ile uyumludur.

Analitik metot icin kalibrasyon dogrusunun elde edilmesi agsamasinda Bolum
2.2.1.2°de anlatildigi gibi 1 mg/ml derisiminde hazirlanan stok ¢ozeltisi seyreltilerek
7 farkh konsantrasyonda (1,0 pg/ml, 2,0 pg/ml, 3,0 uyg/mi, 4,0 uyg/ml, 5,0 pyg/ml,
6,0 ug/ml ve 7,0 pg/ml) kalibrasyon numuneleri hazirlanmistir. Hazirlanan
numuneler 2’ser defa analiz edilmis ve elde edilen alanlarin ortalama degerleri
alinarak hesaplamalar gerceklestiriimistir. Elde edilen kalibrasyon dogrusu Sekil-
33’te verilmektedir. Kalibrasyon dogrusundan elde edilen dogru denklemi i¢in egim
2,5143 ve R? degeri 0,9993 olarak raporlanmistir. R? degeri >0,99 olmasi analitik
bir metodun dogrusalligini kanitlamakla birlikte, bu degerin 1’e olan yakinligi
sistemin dogrusalligini ifade etmektedir. Bu nedenle raporlanmis olan 0,9993

degeri sistemin dogrusalligini kanitlamak igin yeterli ve uygun bulunmustur.

Kullanilan analitik metodun 6zgulligunin kanitlanmasi igin Bolum 2.2.1.3.1°de
anlatildigi gibi etken madde pikinin analize katillan diger bilesenlerden gelen
herhangi bir absorbans ile gakismamasi gerekmektedir. E§ger herhangi bir cakisma
s6z konusu ise bile cevap faktoru etken maddenin LOD (limit of detection)
degerinin % 20’sinden kiicilkse metot secici kabul edilir.*> Bu nedenle, DNP
cOzeltisi, cozucl, PLGA ¢ozeltisi, PLGA ¢oztclUsu, mobil faz A, mobil faz B, pH 6,8
tamponu, bos ve yuklenmis NP ¢ozeltisi numunelerinin her biri icin analitik yontem
ile okumalar yapilmis (Sekil-16, Sekil-17, Sekil-18, Sekil-19, Sekil-20, Sekil-21,
Sekil-22, $Sekil-23, Sekil-24) ve etken madde ile ayni allkkonma zamaninda
absorbanslari olup olmadigi kontrol edilmistir. Bu c¢alismanin sonucunda elde
edilen kromatogramlar icinde hi¢ birinde DNP etken maddesinin alikonma
zamaninda, DNP etken madde piki ile gakisacak herhangi bir absorbansa

rastlanmamistir. Elde edilen sonucglardan kullanilan analitik metodun DNP etken
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maddesini dlgmek igin segici oldugu ve etken madde olguimlerinde kullanilan diger

girdilerden higbirine ait girisim olmadigi kanitlanmigtir.

Tekrarlanabilirlik parametresi Bolum 2.2.1.3.2.1de anlatildigi gibi
gerceklestiriimistir.  Analitik metodun tekrarlanabilirliginin  kanitlanmasi igin
dogrusallik grafigi igindeki U¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan 6’ sar adet
numune (4 ug/ml, 6 pg/ml, 7 ug/ml) pes pese analiz edilmis ve numunelerden elde
edilen alanlar kayit altina alinmistir. Ayni konsantrasyondaki farkli numunelerin
ardisik okutulmalarindan elde edilen sonuglar arasindaki SD degerlerinin sirasiyla
0,03, 0,03, ve 0,04 olarak elde edilmesi ve RSD degerlerinin sirasiyla 0,001, 0,013
ve 0,000 olmasi'’?> metodun kesinligini kanitiamaktadir. Ciinkii standart sapma

degerleri <2,0’drr.

Analitik metodun ara kesinliginin kanitlanmasi Bolim 2.2.1.3.2.2'de anlatildigi
sekilde gerceklestiriimigtir. Ara kesinlik parametresinin kanitlanmasi igin farkli gin
ayni kosullar icin hazirlanan ayni konsantrasyonlardaki numunelerin ardigik
Olciminden elde edilen RSD degerlerinin 4 pg/ml, 6 pg/ml, 7 pg/ml
konsantrasyonlari icin sirasiyla 0,002, 0,024 ve 0,001 olmasi ve elde edilen
standart sapma degerlerinin 1. gun igin 0,03, 0,03, 0,04 ve 2. gun igin 0,06, 0,06
ve 0,04 olarak raporlanmasi metodun ara kesinligini*’® kanitlamaktadir. Cuinki

standart sapma degerleri <2,0’dir.

Metodun dogruluk ve geri kazanimi parametresini kanitlamak igin gerceklestirilen
calismalar Bolum 2.2.1.3.4’te anlatildigi gibidir. Segilen 3 farkli konsantrasyonda
(2,0 pg/ml, 5,0 yg/ml, 6,0 pg/ml) hazirlanan numuneler HPLC sisteminde analiz
edilmistir.  Analizler sonucunda hesaplanan konsantrasyonlarin  teorik
konsantrasyonlardan sapmasi hesaplanmigtir. Teorik konsantrasyonlardan
sapmalar Tablo-9’da verildigi gibi 2 ug/ml, 5 yg/ml ve 6 ug/ml konsantrasyonlari
icin sirasiyla £0,03, £0,02 ve 0,02 ve % dogruluk degerleri ise %99,00, %100,00

ve %101,00 olarak raporlanmistir.

LOD degerinin hesaplanabilmesi icin elde edilen standart sapma degeri
dogrusallik parametresinin kanitlanmasi asamasinda cizilen lineerite grafigine ait

denklemin egdimine oranlanarak 3,3 ile ¢arpiimistir. Bu ¢alisma sonucunda DNP
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etken maddesinin analizi igin gelistirilen miktar tayini metodunun LOD degeri 0,09
pg/ml olarak hesaplanmistir. LOQ degerinin hesaplanabilmesi i¢in elde edilen
standart sapma degeri dogrusallik parametresinin kanitlanmasi asamasinda
cizilen lineerite grafigine ait denklemin egimine oranlanarak 10 ile ¢carpiimistir. Bu
calisma sonucunda DNP etken maddesinin analizi igin gelistirilien miktar tayini

metodunun LOQ degeri 0,28 ug/ml olarak hesaplanmigtir.

Gelistirilen analitik metot 6zgullik, dogrusallik, dogruluk ve geri kazanim ve
kesinlik parametreleri agisindan kontrol edilmistir. Yapilan kontroller sonucunda
gelistirilen analitik metodun DNP yukli PLGA nanopartikullerinin etken madde

miktar tayini analizi igin kullaniimasinin uygun oldugu kanitlanmistir.

Bu calismada, DNP yukli PLGA nanopartikillerinin hazirlanmasi icin birden fazla
yontem denenmistir. Nanopartikil hazirlanmasi igin kullanilan 1. Yontem-A Alaa
ve ark. tarafindan geligtirien PLGA- Poloksamer nanopartikil hazirlama
metodunun®® revize edilmesiyle gelistirimistir. Bu ydntemle NP hazirliginin
ayrintis1 Bolum 3.3.3’te verildigi gibidir. Hazirlanan nanopartikillerin n=3 numune
igin ortalama partiktl boyutu 8350 + 152 nm olarak elde edilmistir. Nanogoktlirme
metodu ile hazirlanan nanopartikillerin partikil boyutuna en fazla etkileyen
parametreler arasinda polimer konsantrasyonu, kullanilan polimerin molekul
agirhgr ve laktik-glikolik orani, secilen ¢ozuculer ve kullanim oranlari, segilen
surfaktan tipi, etken madde yiiklenmesi olarak raporlanmistir.?®> Bu calismada
nanogoktirme yontemi ile hazirlanan NP’lerin partikil boyutuna ¢ozelti
uzaklastirma basamaginin etkisinin gorulmesi igin Bolim 3.3.3’te kullanilan
partikil hazirlama yontemi olan 1. Yontem A’'nin ¢6zUcu buharlastirma basamagi
acik hava basinci altinda ve oda kusullarinda iken dusuk basing altinda ve yuksek
sicaklikta gergeklestiriimesi icin degisiklikler yapilmis ve kullanilan bu yontem 1.
Yoéntem B olarak adlandiriimigtir. Cozucu buharlastirma basamaginda yapilan bu
degisiklik sonucu elde edilen NP’lerin partiktl boyutunun n=3 numune igin % 95,5
oraninda 323 + 20 nm ve % 4,5 oraninda 4733 £ 243 nm oldugu raporlanmistir.
Bu c¢alismadan nanogoktirme metodu ile uretilen NP’lerin partikll boyutuna etki
eden parametreler arasinda ¢dzlcu buharlastirma basamaginin da énemli bir

parametre olabilecegi, 6zellikle bu asamadaki sicaklik ve basing farklarinin elde
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edilen NP boyutuna etki edebilecegi dusunulmektedir. Bunun bir nedeninin farkli
sicakliklarda ¢ozelti icindeki partikillerin kinetik enerjisinden kaynaklanan
hareketlerinden dolayr daha yuksek sicakliklarda daha hareketli olduklari igin
partikul-partikul etkilesmesi ile birlikte partikuller arasi agregasyonu azaltabilecegi

dusunulmektedir.

Nanogokturme yonteminin iyilestiriimesine ragmen elde edilen partikillerin
boyutlari istenilen <100 nm araliginda olmadigi igin 2. ydéntem denenmigtir. Partikdl
boyutunun <100 nm olmasi istenmektedir ciinkii Desai ve ark.'”® Cacu-2
hacreleriyle yaptiklari galismada 100 nm boyutundaki NP’lerin hucre icine
alimlarinin 1 pym boyutundaki partikullere kiyasla 2,5 kat daha fazla oldugunu ve
10 pm boyutundaki partikillere kiyasla ise 6 kat daha fazla oldugunu
goOstermiglerdir.Bunun yani sira o6zellikle 100 nm civarindaki nanoboyutlu
sistemlerin hicre i¢ine alinmalarinda mikropartiktler sistemlere nazaran 15-250

kat daha avantajli oldugu gosterilmistir.*"

2. yontemden elde edilen partiklller ¢oztucu buharlastirma basamaginda gozle
gorulur sekilde agrege olduklar icin partikil boyutu tayin edilmemistir. Bunun
¢Ozelti icindeki polimer konsantrasyonunun yiksek olmasindan dolayi partikuller

arasi agregasyonu tetikledigi icin gergeklesmis olabilecegi disunulmektedir.

Uygulanan 3. ydntemde ise elde edilen partikul boyutlari 209,8 * 1,25 nm olarak
raporlanmistir. Cozlcu buharlastirma asamasinda yapilan degisikligin ¢oklu
emulsiyon ¢dzucu buharlastirma yontemi ile hazirlanan partikillere de etki edip
etmediginin gézlemlenmesi igin ¢dzlicu buharlastirma basamagi degistirilmistir.
Yapilan degisikligin  partikil boyutunu dusdrdiga (141,12 £ 0,97 nm)
g6zlemlenmistir. Cozicu buharlastirma metodu ile sentezlenen NP’lerin partikil
boyutunun ¢ozlcu buharlastirma asamasinda sicakligin duagurulmesi, basincin
yukseltimesi ve karistirma hizinin arttirilmasi ile dusmesi bu asamaya kadar
hazirlanmis emdulsiyonun ortam kosullarinda stabil olmasindan dolay! ylkselen
sicaklik ve alcalan basincin partiklller arasi elektrostatik itme kuvvetlerinin
asllmasina neden olabilecegi igin partikul boyutunu arttirdigi dagunualmustar.
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3. yontem B icin nanopartikul boyutuna etki eden parametreler arastiriimigtir.
Gerceklestirilen calismalar sonucunda polimer miktarinin artmasinin nanopartikul
boyutunu arttirdigi (148,9 + 0,91 nm) , polimer miktarinin azaltilmasinin ise partikdl
boyutunu disutrdigu (135,3 = 1,78 nm) gézlemlenmistir. Polimer miktari arttikga i¢
faz viskozitesi artmaktadir, artan i¢ faz viskozitesi ise partikuller arasi kayma
geriliminin ~ dismesine  neden  oldugundan  dolayr  partikil  boyutu

artmaktadir.t’>177178

PVA miktarinin azaltiimasi partikil boyutunun dismesine neden olmustur (123,7
1,08 nm) . PVA miktarinin artmasi ise partikil boyutunda ufak da olsa artmaya
neden olmustur (144,4 = 1,74 nm) . PVA derigiminin artmasiyla emulsiyonun
yuzey geriliminde azalma meydana gelecegi icin partikul boyutunun dusmesi
beklenir ancak, artan PVA konsantrasyonu ile partikil boyutunun az da olsa
artmasi ve azalan PVA konsantrasyonu ile partikil boyutunun azalmasi
baslangigta eklenen PVA miktarinin emulsiyon viskozitesini arttirdigi igin partikdl

boyutunda artiga neden olmustur.*">*"®

Sonikasyon suresinin azalmasi partikil boyutunu arttirmistir (145,2 + 0,78 nm) .
Sonikasyon suresinin artmasi ise partikil boyutunu azaltmistir (95,64 £ 1,27 nm) .
Ultrasonikasyon emdulsiyon damlaciklarinin kagilmesine neden olmaktadir ve bu
nedenle olusan partikullerin  partikil boyutunun  kigulmesine yardimci
olmustur.*"

Santrifdj  suresinin  degismesinin  partikil boyutuna belirgin  bir  etkisi

g6zlemlenmemistir.

Etken madde miktarinin azalmasi partiktl boyutunu belirgin dlgide degistirmemis
(142,1 + 1,55 nm) ancak etken madde miktarinin artmasi partikil boyutunu
kGgultmustar (121,7 £ 1,54 nm) . Bu durumun etken madde ylUklenmesi ile birlikte
partikillerin yluzey yukunun degismis olabileceginden kaynaklaniyor olabilecegi

dusundimustar.

Bu galismanin sonucunda ultrasonikasyon suresi 2 dk olarak arttirimistir. DNP
miktari 0,2 mg olacak sekilde arttinlmig, PVA miktari 2 ml olacak sekilde
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azaltilmigtir (4. yontem) . Bu yontem ile hazirlanan partikullerin ortalama partikul
boyutu 85,05 + 0,59 nm ve PDI degeri 0,065 + 0,017 olarak raporlanmigtir.
Partikillerin zeta potansiyeli -20,8 £ 0,71 mV olarak dlgulmustir. Sonuglar Bhavna

ve ark.® calismasi ile benzerlik gOstermektedir.

Hazirlanan nanopartikullerin enkapsulasyon etkinlikleri 6 farkli numune igin
sirasiyla 79,5 £ 0,87, 80,5 £ 0,87, 79 + 0,87, 79,75 + 0,87, 80,9 + 0,87, 81,25 +
0,87 olarak elde edilmistir. Hazirlanan nanopartiklllerin yliklenme oranlari 6 farkh
numune igin sirasiyla 17,5 £ 0,71, 18,5+ 0,71, 16,5+ 0,71, 18 £ 0,71, 17,5 £ 0,71,
17 £ 0,71 olarak elde edilmistir. Partikullerin hazirlanma verimleri 3 farkli numune
icin sirasiyla 74,80769, 77,11538, 76,73077 olarak elde edilmigtir.

Hazirlanan partiklllerin, DNP etken maddesinin ve PLGA polimerinin FTIR
spektrumlari  ¢ekilmistir. Elde edilen spektrumlardan Donepezilin  FTIR
spektrumundaki spesifik girisimlerin  (Sekil-36) DNP yukld NP’lerin FTIR
spektrumunda da mevcut oldugu (Sekil-38) gdzlemlenmis olup, bunun
nanopartikullere ilag yuklenmis olmasinin baska bir kaniti oldugu gibi PLGA
polimeri ile ters bir etkilesime girmediginden spesifik girisimlerini kaybetmedigi

sonucuna ulasilabilmektedir.®

Hazirlanan nanopartikiller 1 ay boyunca 5°C sicaklikta bekletilmis ve partikil
boyutu, zeta potansiyeli, icerigindeki ilag miktari gibi parametrelerindeki
degisiklikler kontrol edilmigtir. Kontrol sonucunda partikullerin tipik degerlerinde TO

ile T1 zamanlari arasinda belirgin bir degisim olmadid1 gdézlemlenmisgtir.

Gerceklestirilen in vitro salim calismalarinin sonucunda partikullerin ortalama 3
saatte % 100 salima ulastiklari hesaplanmigtir. Bu sekilde gézlemlenen hizli
salimin patlama etkisinden (burst effect) kaynaklandigi disuntlmektedir. Partikdl
boyutlari nispeten kuguk oldugu icin nanopartikuller ilag etken maddesinin
tutunabilmesi icin genis bir ylzey alani saglamakta, bu nedenle etken maddeler
partikuller icine hapsedilmekten ¢ok yuzeye tutunduklari igin bu etkiyi gostermis

olabilecegi dusunulmektedir.
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Bu calisma sonucunda kullanilan yontem ile hazirlanan DNP yukli PLGA
nanopartikullerinin partikil boyutuna etkileyen parametreler belirlenmigtir. Bu
parametreler icinde en belirgin olaninin sonikasyon suresi ve solvent ugurma yolu
oldugu belirlenmistir. Hazirlanan nanopartikullerin partikil boyutu, enkapsulasyon
etkinligi, yiklenme oranlari ve in vitro salim ¢alismalarindan elde edilen sonugclar
Is1Iginda partikullerin in vivo ¢alismalarda denenmelerinin uygun olabilecegi tespit
edilmistir. Kisa dénem stabilite degerlerinin uygunlugu partikillerin daha zorlayici
kosullarda  stabilite  c¢alismalarinin  yapilmasinin ~ faydali  olabilecegini
dusundurmektedir. Bu calisma sonucunda hazirlanan nanopartikillerin intranazal
yol ile KBB’ni agsma olasiligi daha yuksek oldugundan hazirlanacak partikul
solUsyonlarinin intranazal uygulanmasi ile dogrudan beyne iletiimesi olasiligi
deg@erlendirilebilir. Bu sekilde kan beyin bariyeri asilacak ve ilacin

biyoyaralaniminda artisin saglanabilecedi 6ngorulmektedir.
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