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ONSOZ
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1. GIRIS

Depresyon, diinyada en ¢ok yeti kaybina neden olan hastaliklar arasinda
dordiincti sirada yer almaktadir. Ayn1 zamanda depresyon iyi tedavi edilmezse baska
ruhsal hastaliklara, alkol ve madde kullanim sorunlarina da zemin hazirlamaktadir.
En kétii tablo ise, intihara yol agabilir olmasidir. Ayrica, iyi tedavi edilmemis ve
uzamig depresyon kalp hastaliklar1 ve diyabet gibi bazi1 bedensel hastaliklara da
sebep olabilmekte ve hastaliklarin seyrini kotiilestirip 6liim riskini bile artirmaktadir

(DSO, 2017).

Depresyon ile ilgili arastirmalar 20 yy.’nin ikinci yarisinda hiz kazanmistir.
Depresyonun etiyolojisi heniiz biitiiniiyle ortaya koyulamamis olsa da meydana
gelme sebepleri genetik, cevresel, psikolojik, yasamsal olaylar, tibbi durumlar
(kanser, kronik kalp hastaliklar1 vb.) ve biyolojik faktorlere baglanmaktadir
(Balcioglu, 1999; Yemez ve Alptekin, 1998). Goriilme sikligina ait yapilan
calismalar, depresyonun %33 oraninda genetik kokenli oldugunu gdstermektedir.
Depresyon gelisiminde cinsiyet farkliligi genetik aktarimda da etkilidir. Kadinlarin
erkeklerden daha yiiksek riskli grupta oldugu belirlenmistir (Kendler ve ark., 2006;
Lyons ve ark., 1998).

Antidepresanlarin esas ¢alisma prensibi ndrotransmitter maddelerin sinapslarda
geri emilimini Onlemektir. Geri emilimi dnlenen ndrotransmitterler hiicre disinda
kalmaya devam etmektedir. Norotransmitter iretiminin diisiik oldugu bu siire
zarfinda geri emilimin 6nlenmesi bireyin kendini iyi hissetmesini saglamaktadir.
Tedavinin temellerini sinapslarda monoaminlerin konsantrasyonlarint artirmak
olusturmaktadir. Antidepresan tedavilerinin ¢ogu “norepinefrin”, ‘“serotonin” ve
“dopamin”in sinapslarda bulunan miktarinin ayarlanmasini amaglamaktadir.
Giiniimiizde tedavide kullanilan ilaglarin biiyiik bir kismi bu ndrotransmitterlerin
miktarlariin ayarlanmasi baz alinarak olusturulmustur. Ancak tedavilerin monoamin

hipotezine dayanilarak gerceklestirilmesi depresyon belirtilerinin  tamamini



sagaltmaya yetmediginden, yeni alternatif sistemlerin gelistirilmesine ihtiyag

duyuldugu gériilmiistiir (Ozkaya ve Aydemir, 2021).

Antidepresan ilaclar birinci ve ikinci nesil olmak {izere temelde iki sinifa
ayrilmaktadirlar. Monoamin oksidaz inhibitorleri ve trisiklik antidepresanlar birinci
nesilde yer alirken; noradrenerjik ve spesifik gerialim inhibitorleri, selektif
serotonin gerialim inhibitorleri, dopamin ve norepinefrin gerialim inhibitorleri,
norepinefrin ve serotonin gerialim inhibitorleri, serotonin antagonisti / gerialim
inhibitdrleri ve melatonerjik ajanlar ikinci nesilde yer almaktadir (Ozkaya ve
Aydemir, 2021). Belirtilen antidepresan siniflarindan, segici serotonin gerialim
inhibitorleri (SSRI), digerlerine gére daha tolere edilebilir olmalar1 nedeniyle en ¢cok
tercih edilenlerdir. Ayrica, kontrollii SSRI caligmalari, hastalarin intihar egilimini

siddetlendirmedigini gostermistir (Xu ve ark., 2020).

Tez g¢alismamiz kapsaminda model etkin madde olarak segilen Paroksetin
(PRX), SSRI grubunda yer alan antidepresan ve anksiyolitik 6zellik gosteren bir
molekiildiir. Sinaptik araliktan 5-hidroksitriptamin (5-HT, serotonin) gerialimini
giclii bir sekilde inhibe etmektedir. Ayrica muskarinik al, a2, B-adrenerjik,
dopamin, 5-HT1, 5-HT2 ve histamin reseptorlerine kars1 diigiik afiniteye sahiptir.
Paroksetin, noronal membranda serotoninin gerialimini engeller ve bir
norotransmitter Uretimini azaltarak serotonerjik nodro-iletimini artirir. Sinaptik
reseptorlerdeki etkinligini bu sekilde genisletir ve Merkezi sinir sistemi (MSS)'de 5-
HT'yi yiikseltir. Paroksetinin oral dozu giinde bir kez 10-60 mg'dir. 21 saatlik bir
plazma yar1 dmriine sahiptir, ancak CYP2D6 yoluyla major karaciger metabolizmasi
nedeniyle oral biyoyararlanimi oldukg¢a disiiktiir (%50°den az) (Thakkar ve ark.,
2021). Karaciger enzimleriyle yogun bir sekilde metabolizasyona ugrayan ilaglarda
karsilagilan aktivite kaybinin {istesinden gelebilmek igin ya oral dozda artisa gidilir
ya da ilacin uygulama yolu degistirilir. Dozun artirilmasi beraberinde toksik etkileri
ve yan etkileri getirecegi i¢in genellikle biyoyararlanimi artirmak igin alternatif bir
ilag verme sistemine ihtiya¢ duyulmaktadir. Merkezi olarak etki eden ilaglar icin,
oral biyoyararlanimdaki salt artis yeterli degildir. Ilag kan beyin bariyerini (KBB)

gecemedigi i¢in MSS’ye ulasamadiginda istenilen farmakolojik etki elde edilemez.



Karacigerden ilk gecis etkisi parenteral, transdermal ve nazal yol gibi alternatif bir
yolla uygulanmasi ile asilabilir. Merkezi etkili bir ilag olan paroksetin, intranazal
(IN) yolla verilmeye uygun ajanlar arasinda smiflandirilmaktadir (Pandey ve ark.,
2015; Sharma ve Dang, 2020; Yiiksel, 2007).

Son yillarda; IN uygulamalar KBB’yi gegmek ve ilag tastyic1 sistemi dogrudan
beyne tasimak i¢in invaziv olmayan dogasi nedeniyle arastirmacilarin ilgisini
¢cekmistir. Ayrica, ilk gecis etkisinin olmamasi, hizli adsorbsiyon, yiiksek
biyoyararlanim, diisiik enzimatik aktivite ve oral yola gore daha diisiik dozda
etkinligin olugsmasi diger uygulama yollarina gore istiinlik saglamaktadir (Awad ve
ark., 2022; Giunchedi ve ark., 2020; Sipos ve ark., 2021; Trevino ve ark., 2020).
KBB, terapdtiklerin ¢ogunun MSS’ye girmesini Onleyen endotel hiicrelerinden
olusan oldukca segici, yar1 gecirgen bir zardir. Yiiksek molekiiler agirliga, yiiksek
hidrofiliklige ve p-glikoprotein disa akim mekanizmasina duyarliliga sahip ilaglar
KBB’yi gecememektedirler. Merkezi olarak etkili ilaclarin ¢ogu, yliksek sistemik
mevcudiyete ragmen MSS’ye ulasamaz ve bu nedenle zayif farmakolojik yanit
gostermektedirler. Ilaglarin burundan beyne tasmmasi genellikle bir burun
boslugunun catisinda yer alan olfaktér ve trigeminal sinir yolaklar1 yoluyla
kolaylastirilmaktadir. Clinkli néroepitel, MSS’nin dogrudan dis atmosfere acik olan
soliter kismidir. Bu nedenle, koku alma alani, aktif bir terapotik molekiiliin, nazal
absorbsiyondan sonra burun yoluyla beyne girmesi i¢in tek gecit olarak
anlasilmaktadir. Bu nedenle, olfaktdr/trigeminal epitel yoluyla emilim, ilacin nazal
yoldan beyne hedeflenen dagitimmin ana yoludur (Mistry ve ark., 2015; Vasa ve
ark., 2015). Epitel hiicre tabakalart boyunca ilag tasmiminin gergeklesmesini
saglayan iki ana mekanizma tanimlanmaktadir. Bunlar paraseliiler (epitel hiicreler
arasindan) ya da transeliiler (epitel hiicrelerin u¢ kismindan bazolateral kismina
epitel hiicreler boyunca) mekanizmalardir. Nazal epitelde paraseliiler ilag tasimnimi
icin en biiylik molekiil agirligi 1000 Da olarak hesaplanmistir (Sharma ve ark.,
2014). Ancak, nazal boslugun smirli kapasitesi, hidrofilik molekiiller i¢in diisiik
membran gecirgenligi yaninda hizli mukosiliyer klirens etkisi nazal ilag
absorbsiyonu i¢in hiz kisitlayict ana faktorleri olusturmaktadir (Karavasili ve

Fatouros, 2016). Ayrica klasik nazal iletimin nazal mukozanin iist kisminda bulunan



olfaktor ve trigeminal yolaklarin hedeflenmesinin zor olmasi ve nazal mukozanin
ilact metabolize etme kapasitesi gibi sinirlamalar1 da bulunmaktadir (Wavikar ve
Vavia, 2015). Bu simirlamalarin istesinden gelmek igin, mukoadhezif polimer
sistemler (Rassu ve ark., 2016; Sharma ve ark., 2014), lipit bazli nanosistemler
(Gabal ve ark., 2014; Kaur ve ark., 2015; Sipos ve ark., 2021; Toksoy ve Tirnaksiz,
2021), in situ jel formiilasyonlar1 (Costa ve ark., 2021b; Wavikar ve Vavia, 2015),
nanoemiilsiyonlarin (Hosny ve Hassan, 2014; Jaiswal ve ark., 2016) kullanimi1 gibi

cesitli yaklagimlar bildirilmistir.

Nanopartikiiller ~gibi  kolloidal tasiyicilarin  kullanimi, etkin  madde
molekiillerinde herhangi bir degisiklik yapmadan ilaglarn IN uygulama ile beyne
iletilmesinde kullanilan umut verici bir stratejidir (Sabir ve ark., 2022). Dogal
lipitlerden ve polimerlerden hazirlanan nanopartikiiller, beyin tarafindan hizla
alinmalar1, biyouyumlu ve biyobozunur olmalari, yiiksek stabilite saglamalari,
yiiksek tagima kapasitesine sahip olmalari, hidrofilik ve hidrofobik maddelerin her
ikisi ile de kullanilabilmeleri ve konvensiyonel uygulamalar ile karsilastirildiklarinda
daha az toksisite goOstermeleri nedeniyle beyne hedeflendirme ig¢in ilgi cekici

sistemlerdir (Sabir ve ark., 2022; Xu ve ark., 2020).

Yukarida bahsedilen bilgilerin 1s1ginda bu tez projesinde; depresyon
tedavisinde kullanilan paroksetin hidrokloriiriin (HCI) oral kullanim1 sonrasi goriilen
diisiik biyoyararlaniminin artirilmasi ve dozun yiikseltilmesine bagli yan etkilerin
ortadan kaldirilmasini saglayacak alternatif bir uygulama yolunun gelistirilmesi
hedeflenmistir. Bu amagla, suda ¢oziiniirligi yiliksek olan etkin maddenin polimer
ve lipit-polimer bazli nanopartikiil sistemine yiiklenmesi araciligi ile nazal
mukozadan absorpsiyonunu artirarak beyne dogrudan hedeflendirilebilen, boylece
KBB’yi asabilecek, nazal mukozada kalis siliresi uzatilmis bir formiilasyon
gelistirilmeye ¢alisilmistir. Calismamizin ilk asamasinda paroksetin HCI igeren lipit-
kitosan bazli ve poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) bazli nanopartikiiller
hazirlanmis ve formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiyiikligi, zeta
potensiyeli, partikiill biyiikligi dagilimi, in vitro salim Ozellikleri gibi

karakterizasyon ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Bir sonraki adimda se¢ilen optimum



formiilasyonlarin morfolojik yapilari, mukoadhezyon &zellikleri, stabilite 6zellikleri
ve termal davraniglari incelenmis, in Vvitro sitotoksisite ve permeabilite ¢alismalari

gergeklestirilmistir.

1.1. Merkezi Sinir Sistemi

Insan viicudunun kontrol sistemi olarak anilan sinir sistemi, merkezi ve
periferal sinir sistemi olmak iizere iki ana boliimden olusmaktadir. Merkezi sinir
sistemi (MSS) kafatasinin kraniyal kavitesindeki beyin ile, omurlarin olusturdugu

spinal kanaldaki omurilikten meydana gelmektedir (Woolsey ve ark., 2017).

Beyin, viicudumuzda yag doku hari¢ en fazla lipid igerigine sahip, genel
dolasimdan izole olan, sahip oldugu siki baglanti kavsaklar1 dolayistyla siirh
gecirgenlikteki endotel hiicreleri, enzimatik aktivitesi ve p-glikoprotein aktif
transport sisteminin varligi ile karakterize hassas bir organdir (Liu ve ark., 2021b;
Patel ve ark., 2012).

Normal beyin fonksiyonlarinin siirdiiriilebilmesi i¢in, noral ¢evrenin dar bir
homeostatik aralik i¢inde korunmasi gerekmektedir. Bu da kan ve beyin arasinda
molekiiller, iyonlar ve hiicrelerin tasinmasinin siki bir sekilde diizenlenmesini
gerektirmektedir. Bu siki diizenleme MSS’de kan beyin bariyeri adi1 verilen benzersiz

bir anatomik ve fizyolojik bariyer tarafindan saglanmaktadir (Serlin ve ark., 2015).

MSS’de ii¢ temel bariyer bulunmaktadir. Bunlardan ilki; kan beyin bariyeridir.
Kan ile beyin interstisyel sivisini ayiran son derece Ozellesmis endotel hiicre
tabakasindan meydana gelmektedir. Ikincisi; kan ile subaraknoid serebrospinal sivi
(beyin-omurilik sivisi, BOS) arasinda bir tabaka gorevi gorerek bunlari birbirinden
ayrran araknoid epitel bariyerdir. Ugiinciisii ise; ozellesmis BOS’u serebral
ventrikiillere salgilayan koroid pleksus epiteliyle kan arasinda bulunan kan-BOS
bariyeridir (Choudhari ve ark., 2021; Serlin ve ark., 2015). MSS bariyerleri Sekil

1.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 1.1. Merkezi sinir sisteminde yer alan bariyerler.

BOS, bir yetigskinde yaklasik 140 mL hacimde bulunan, renksiz ve berrak bir
sividir. Temel kimyasallar, oksijen ve glikozun sistemik dolasimdan noronlar ve
norogliaya tasinmasinda rol oynamaktadir. Bilesiminde glikoz, iire, baz1 proteinler,
katyonlar, anyonlar ve laktik asit bulunmaktadir. Koroid pleksus adi verilen 6zel
kilcal damar kiimeleri tarafindan yaklasik 20 mL/saat hizda iiretilmektedir.
(Choudhari ve ark., 2021; Verrees ve Selman, 2004). Beyin dokusu ile dogrudan
temas etmektedir (Liu ve ark., 2021b).

MSS; norodejeneratif (Parkinson ve Alzheimer hastaliklari), onkolojik
(glioblastoma), inflamatuar (Multiple Skleroz), bulasic1 (cocuk felci, ensefalit) ve
genetik (Huntington hastaligl) hastaliklardan etkilenebilmektedir (Gratpain ve ark.,
2021). MSS hasarlar1 diinyanin 6nde gelen engellilik nedenleri arasinda yer

almaktadir.

MSS hastaliklar1 olduk¢a karmasik ¢ok faktorlii hastaliklar oldugundan,
patolojik mekanizmalar ve 6zellikle genetik veya epigenetik seviyesinde altta yatan
metabolik mekanizmalar hakkinda yeterli bilgiye sahip olmayisimiz, arastirmacilar
icin bu alanda yeni ilaglarin kesfini zorlagtirmaktadir. Giivenilirlik, etkinlik ve
finansal konular da arastirmacilar1 kisitlayan diger faktorler arasinda yer almaktadir
(Gratpain ve ark., 2021). Bunlara ¢k olarak; ilag molekiillerinin beyne iletimi KBB
ve kan-BOS bariyerinin ortaklasa olusturdugu fizyolojik, metabolik ve biyokimyasal

engeller tarafindan oldukg¢a zorlagmaktadir (Tiwari ve ark., 2012).



Bu zorlu engeller nedeniyle bir¢ok noroterapétik ilag beyne etkili bir sekilde
iletilemediginden MSS hastaliklarinin tedavisi 6zel bir gayret gerektirmektedir (Patel
ve ark., 2012).

1.2. Kan Beyin Bariyeri

Ilk kez Paul Ehrlich tarafindan 1880 yilinda MSS ile periferik dolasim ve
vaskiiler kapasite arasinda fiziksel bir arayiiz seklinde kan beyin bariyerinin varlig
tespit edilmistir. Daha sonra Ehrlich’in 6grencisi Edwin Goldmann 1913 yilinda,
dogrudan BOS igine tripan mavisi enjekte edildiginde boyanin periferdekileri degil
MSS i¢indeki hiicreleri boyadigini gostermistir. Ayrica Reese ve Karnovsky, kan ve
beyin arasinda endoteliyal sik1 baglant1 kompleksleri anlamina gelen, ¢oziinenler i¢in

degisim bariyeri sunan sinirlayici bir elementin varligini gostermislerdir (Formica ve

ark., 2022; Serlin ve ark., 2015; Sengel-Tiirk ve ark., 2007).

KBB temelde bagisiklik hiicreleri, astrositler, endotel hiicreleri, perisitler ve
bazal membrandan meydana gelen hiicresel bir yapidir (Choudhari ve ark., 2021,
Thangudu ve ark., 2020). MSS’yi sistemik dolagimdan ayiran immiinolojik,
metabolik, fiziksel, tasiyict ve yiiksek derecede segici bir bariyerdir (Giunchedi ve
ark., 2020; Serlin ve ark., 2015). Beyin kapillerinin endotel hiicreleri ile birbirine
kilitlenen sik1 baglantilardan olusmaktadir (Choudhari ve ark., 2021). Kan ve beyin
dokusu arasinda hiicreler, molekiiller ve iyonlarin giris ve tahliyesini diizenleyen
secici gecirgen yapist sayesinde MSS’nin fizikokimyasal ve biyokimyasal 6zellikleri
korunmakta, homeostazin siirdiiriilmesi saglanmaktadir (Choudhari ve ark., 2021;
Sengel-Tiirk ve ark., 2007; Thangudu ve ark., 2020).

KBB’nin fizyolojik birimlerinin islevinde onemli rol oynayan ndrovaskiiler
tinite, bazal membran ve ndronlar ile bunlar arasindaki interstisyel sivinin bir bolgesi
olan Virchow-Robin boslugundan olusmaktadir (Choudhari ve ark., 2021). Bu

penetran damarlar ve venler ¢evresinde endotel hiicreler ve beyin dokusu arasindaki



boslukta, bazi bagisiklik islevlerini yiiriiten perivaskiiler makrofajlar bulunmaktadir
(Serlin ve ark., 2015).

Bazal membran esas olarak endotel hiicreleri, tip IV kolajen, perisitler, laminin,
heparin siilfat, glikoprotein, matris protein ve fibronektinden olusmaktadir
(Choudhari ve ark., 2021). Bitisik endotel hiicreler arasinda; cingulin ve zonula
occludens 1 ve 2 gibi yardimci proteinler ile okludinler, jonksiyon adhezyon
molekiilleri ve klaudin 1, 3 ve 5 igeren transmembran proteinler tarafindan siki
baglatilar olusturulmaktadir. Klaudin ve okludin homofilik etkilesimlerle baglanir ve
aktin hiicre iskeletine zonula okludens proteinleri ile baglanmaktadir (Choudhari ve
ark., 2021; Correia ve ark., 2022). Astrositler parenkimal su dengesinin,
metabolitlerin ve elektrokimyasal aktivitenin izlenmesinde énemli rol oynamaktadir.
Perisitler beyin kilcal damarlarin1 ve vaskiiler endotel hiicrelerini kaplar ve bazal
membran i¢inde tahmini 3:1 perisit:endotel hiicre oraninda g¢evrelenmektedir. Bu
sayede perisitler, anjiyogenezde, beyin gecirgenliginin korunmasinda ve hatta doku
sagkalimi sirasinda KBB’nin olusumunda ve olgunlagsmasinda 6nemli bir rol
oynayan ¢oklu sinyal yollarina sahiptir (Choudhari ve ark., 2021). MSS immiin

slirveyansini sinirlamak igin perisitler gereklidir (Daneman ve ark., 2010).

KBB besinlerin ve hormonlarin segici bir sekilde gegisine izin verirken;
toksinlerin, yabancit maddelerin, patojenlerin gecisine izin vermemektedir (Formica
ve ark., 2022). Zararlh maddelerin yani sira peptid-proteinler, antibiyotikler, suda
¢ozilinen etkin maddeler, plazma bilesenleri, 16kositler, kirmizi kan hiicreleri gibi pek
¢ok maddenin de beyne ge¢mesine engel teskil etmektedir (Sengel-Tirk ve ark.,

2007; Wilson, 2019).

Biiylik molekiillerin neredeyse tamami, kiiclik molekiillerin ise yaklasik
%098’inden fazlasi, hidrofilik molekiillerin ¢ogu KBB’den gecemez. Yagda ¢6ziinen
molekiillerin gecisi ise partisyon katsayisi ile orantilidir (Zeiadeh ve ark., 2018).
Partisyon katsayisi yiiksek olan bilesikler kan beyin bariyerini gecebilmektedir.
Verimli bir tagima i¢in ideal partisyon katsayisi 1,5-2,7 olarak soylenmektedir (Van
Woensel ve ark., 2013).



Yagda ¢oziinen maddeler KBB’yi difiizyon yoluyla gecebilmektedir. KBB
prensip olarak suya da gecirgendir. Ancak endoenzimler ve ektoenzimlerle birlikte
apikal ve bazal membrandaki ¢Ozlinen tasiyicilari, kii¢iik ¢Oziinenlerin giris ve
akisini diizenlemektedir. KBB’nin ylizeyinde esansiyel maddelerin girisine izin veren
insiilin reseptorii, transferrin reseptorii, glikoz tasiyict GLUT1 gibi spesifik tasiyici
protein ve reseptorler bulunmaktadir. Endotel hiicreler {izerindeki bazi akis
tagiyicilari, p-glikoprotein ve c¢oklu ilag tasiyicilar, ilaglarin ve Ornegin
hemoglobinin bozunma tiriinii olan ve MSS’ye girerse norotoksik etki gostererek
Oonemli hasara neden olabilen biliiribin gibi diger lipofilik molekiillerin beyin
dokusuna erisimini kisitlamakta ve sistemik dolasima geri donmeleri i¢in molekiilleri
zorlamaktadir (Formica ve ark., 2022; Serlin ve ark., 2015). KBB’nin tizerindeki zar
negatif yiikliidiir. Bu nedenle pozitif yiiklii bilesenlere karsi ilgi gostermektedir
(Thangudu ve ark., 2020). Ancak siki baglantilari olusturan proteinlerin, 6zellikle de
okludin ve kaludin etkilesimi olduk¢a karmasiktir ve polar maddelerin kandan
potansiyel paraselliiler yollar boyunca serbest diflizyonunu etkili bir sekilde bloke
etmektedir. Boylece ¢oziinenlerin beyin interstisyel sivisina serbest¢e erigimi

engellenmektedir (Begley, 2004).

Serum proteinlerine diisiik oranda baglanan, diisiik molekiil agirlikli, lipofilik
ve fizyolojik pH’da iyonize olmamis halde bulunan molekiiller KBB’yi diger
molekiillere oranla daha iyi gegebilmektedirler (Sengel-Tirk ve ark., 2007).
Molekiiler agirligi 400-600 Da’dan diisiik ve hidrojen bagi sayist 8’den az olan
lipofilik yapidaki kii¢iik bilesikler kan beyin bariyerini gegebilmektedirler. Hidrofilik
maddeler kan-BOS bariyeri/koroidal pleksuslari gegerek beyin omurilik sivisina
girebilmektedir (Choudhari ve ark., 2021; Thangudu ve ark., 2020; Van Woensel ve
ark., 2013).

Yaklasik 7000 ilag tizerinde yapilan bir arastirmada sadece %]1’inin KBB’den
gecebildigi ve MSS’de etkili olabildigi ortaya konulmustur (Thangudu ve ark.,
2020). Son yillardaki gelismelere ragmen KBB ve kan-BOS bariyeri nedeniyle
beyine 6zgii ilag dagitimi hala zorlu bir alandir (Choudhari ve ark., 2021).



1.3. Merkezi Sinir Sistemine Ila¢ Tasinmasii Artirma Mekanizmalar

Multiple Skleroz, epilepsi, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi,
serebrovaskiiler hastaliklar, norolojik enfeksiyonlar ve serebral iskemi gibi ilacin
mutlaka beyne ulagmasini gerektiren cesitli norolojik hastaliklar vardir ve bunlar

kronik tedavi gerektirmektedir (Choudhari ve ark., 2021; Giunchedi ve ark., 2020).

Konvansiyonel ila¢ dagitim yaklasimlari ile ilaglarin beyne ve MSS’ye etkili ve
verimli bir sekilde ulastirilmas1 KBB olarak adlandirilan beynin koruyucu anatomisi
nedeniyle oldukca zordur. Herhangi bir terapotik ajanin klinik potensi yalnizca
biyoyararlanimina degil ayn1 zamanda KBB ve BOS’a niifuz etme yetenegine de
baglidir. MSS’yi hedef alan terapotik ajanlar KBB’yi asarak daha az metabolik
ortama maruz kalip daha yiiksek emilim oranina ulasarak potansiyel etkilerini ortaya
koymaktadirlar (Patel ve ark., 2019a).

Hidrofilik bilesikler KBB’yi pasif paraselliler yol ile gegerken, lipofilik
bilesikler siklikla enerji kullanimi gerktiren transseliiler yol ile geg¢mektedirler.
Transselliiler yol akis tasiyicilari, transendositoz, tasiyici aracili taginma, reseptor

aracili tasinma gibi mekanizmalari igermektedir (Choudhari ve ark., 2021).

KBB’den pasif diflizyonla ancak lipofilik ve kiicik molekiiller
gecebilmektedir. Nanoilaglar bu yolla kan beyin bariyerinden gegemezler. Ancak
Parkinson hastaligi, bazi kanser tiirleri, Multiple Skleroz gibi kan beyin bariyerinde
hasara neden olan durumlarda nanoilaglar da bariyerden pasif difiizyon yoluyla

gecebilmektedirler (van den Broek ve ark., 2022).

Beyin homeostazini saglamakla gorevli aminoasitler, LDL, glikoz gibi bazi
kiigiik molekiiller de makromolekiiller gibi KBB’den aktif tasinma ile
gecmektedirler. Nanoilaclarin tasinmasinda da esas olarak bu yol kullanilmaktadir.
Aktif taginma yollarindan biri olan tasiyici aracili tasinmada maddeler membran

tastyicilart araciligryla transselliiler olarak tasimaktadir. Ote yandan reseptdr aracili
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tasinmada ise endositoz, ardindan ekzositoz yoluyla maddeler KBB boyunca

tasinmaktadir (van den Broek ve ark., 2022).

Aminoasitler ve glikoz polariteleri nedeniyle beyne pasif difiizyonla
tasinamazlar. Glikoz tastyict (GLUTT1), I-tip aminoasit tasiyict (LAT1), kolin tagiyici
(ChT) gibi tastyici sistemler aracilifiyla aktif olarak tasinirlar. Reseptor aracili
taginmada, nanoilaglar bir tasiyiciya baglanan tasiyict molekiille konjuge edilerek
tasinmaktadir. Bu tip tasinmalarda nanoilaglar pH gibi degisen ¢evresel sartlara karsi
dayanikli olmalidir (van den Broek ve ark., 2022). Sekil 1.2’de KBB boyunca

maddelerin taginmasinda rol alan potansiyel yolaklar sunulmustur.

(2) (b) (© (d) (¢) ( (2)

Hicre .P'aSif Tastyct Tastyict Reseptér  Adsorbtif Stkr baglant
Géeli difizyon  aracih afaci aracil aracih =
modiilasyonu

disa akis ice akis transsitoz transsitoz
c @ e e ‘o o

Lipidde ¢dziiniir

Amfifilik
Non-polar ¢dziinen madioles Glukoz Transferrin His.tc.m Polar ¢dziinenler
Lipidde ¢dziintir Amino asitler Insiilin Avidin
Aminler Leptin Katyongc
Niikleosidler Sitokinler ~ albumin
Monokarboksilatlar ~ Viriisler
Kiiciik peptidler

Sekil 1.2. KBB boyunca tasinmada potansiyel yollar (Begley, 2004)

KBB’yi asarak beyne etkili bir sekilde ila¢ ulagtirmak amaciyla uygulanan
hedeflendirme stratejileri invaziv ve non-invaziv yontemler olarak iki temel gruba
ayrilmaktadir. Yontemler Cizelge 1.1°de ozetlenmistir (Choudhari ve ark., 2021,
Khan ve ark., 2017; Wilson, 2019).
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Cizelge 1.1. KBB gecis yolaklar1 ve mekanizmalari

1. Invaziv Stratejiler

a. KBB modiilasyonu

b. Ultrasona dayali KBB agilmasi

c. Intraserebral implantlar

d. Intraventrikiiler enjeksiyon / inflizyon

2. Invaziv Olmayan Stratejiler

a. Biyolojik
e Monoklonal antikor konjugatlar
e Tasiyici olarak kimerik peptidler
o Reseptor / vektor aracili

b. Kimyasal
e flac konjugatlari
e On-ilag

c. Kolloidal sistemler
e Lipozomlar
o Nanopartikiiller
o Nanojeller
o Miseller
e Dendrimerler

d. Intranazal tassnma

Invaziv yontemler, kan-beyin bariyerinin geri doniisiimlii bozulmasi, cerrahi
uygulamalar ve beyine giden arterlere direkt enjeksiyon uygulamalarini kapsadig
icin bu metotlarin biiyiik sinirlamalari vardir. Terapotik molekiillerin yani sira, toksik
molekiillerin de beyine gegisini arttirabilecegi i¢in yiiksek yan etkileri vardir, diisiik
verimlidirler ve yeterince emniyetli degillerdir. Invaziv olmayan ydntemler ise;
terapotik maddenin kendisine veya bir tasiyict sistem igerisinde bulunmasi
durumunda bu tasiyici sisteme bir yapr baglanmasi veya terapdtik maddenin
biyolojik bir yol kullanilarak beyne hedeflendirilmesine dayanmaktadir. Giivenilir
olduklart i¢in invaziv olmayan yontemler daha fazla tercih edilmektedirler (Toksoy
ve Tirnaksiz, 2021).

Invaziv olmayan yontemler arasinda yer alan intranazal tasinma kiiciik polar
molekiillerden DNA gibi biiyiik molekiillere kadar pek cok terapdtik ajanin beyne
ulastirilmasinda basarili sonuglar elde edilmesini saglamaktadir (Aly ve ark., 2019;
Begley, 2004; Ding ve ark., 2015; Gonzalez ve ark., 2021; Nour ve ark., 2016). Tez

calismamizda, IN yoldan beyine hedeflendirme yoluyla ilag tasiyici sistemlerin
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gelistirilmesi planlandigi i¢in, bu boliimde sadece invaziv olmayan bir yontem olan

IN taginma stratejisi anlatiimagtir.

1.3.1. Intranazal Uygulama

Oral yoldan ilag verilmesi basitligi, hasta uyuncu ve rahathigi nedeniyle
tedavide en yaygin kullanilan yoldur. Ancak oral yoldan alinan ilaglarda ilk gecis
eliminasyonu, gastrointestnal kanaldan diisik miktarda gecis ve kimyasal

degradasyon nedeniyle biyoyararlanim azalmaktadir (Karavasili ve Fatouros, 2016).

Aslinda nazal yolla ilag verilmesi yeni bir yontem degildir. Antik donemlerde
psikoterapdtikler ve “nasya rasayana” adi verilen diger bilesiklerin verilmesinde
kullanilmigtir.  Giiniimiizde ise MSS’ye konvansiyonel yollarla ilag verilmesinde
karsilasilan pek ¢ok sorun ve burundan beyne hedeflemenin sagladig1 avantajlar goz
ontinde bulunduruldugunda son yillarda oldukga popiiler hale gelmistir (Patel ve ark.,
2019a).

llaglarin IN yolla beyne dogrudan verilmesi yontemi ilk olarak 1989 yilinda
Alzheimer Arastirma Merkezi’nden William H. Frey II tarafindan 6nerilmis ve bir
omurilik yaralanmasi modelinde norotropik faktorleri yarali néronu desteklemek
amaciyla olfaktor yol araciligiyla MSS’ye hedeflemek igin gelistirilmistir (Liu ve
Zhang., 2019; Patel ve ark., 2019a). Peptidleri ve diger terapotik maddeleri KBB’yi
atlayarak nazal mukoza ve MSS arasindaki olfaktor noral yol boyunca dogrudan

beyne iletmek i¢gin patent basvurusunda bulunmustur (Awad ve ark., 2022).

Bir ilag molekiiliiniin KBB’yi asarak MSS’ye girebilmesi i¢in lipofilik yapida
olmas1 6nem teskil etmektedir. Ancak lipofilik 6zellikteki artis sudaki ¢oziiniirliigiin
azalmasina neden oldugundan ilacin sistemik dolasimda tasinmasi giiclesmektedir.
Bu sorunun {iistesinden gelmek amaciyla, ilag konsantrasyonunun artirilmast hedef
etki bolgesi olan MSS disinda kalan bolgelerde yan etki gozlenme riskini
artirmaktadir (Katare ve ark., 2015). Iste bu durumda IN uygulama; nazal mukoza ve
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beyin arasindaki ndral baglantilar ile terapdtik ajanlarin MSS’ye ulastirilmasinda,
KBB’yi etkin bir sekilde asan ve girisimsel olmayan alternatif bir yol olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (Alam ve ark., 2014).

IN uygulama; sundugu genis yiizey alani, yiiksek oranda vaskiilarize yapisi ve
nispeten yilksek kan akisi sayesinde hizli bir absorbsiyon elde edilmesini
saglamaktadir. Hepatik ilk gecis eliminasyonundan kagis, nazal mukozaya kolay
ulagilabilirlik, ignesiz ila¢ uygulama, disik molekiil agirlikli maddelerin iyi
penetrasyonu, hizli etki baslangici, asilamadan sonra lokal ve uzak mukozal
bagisiklik tepkilerinin indiiklenmesi gibi pek ¢ok avantaj sunmaktadir. Ancak bu
yolla beyne ulastirilmak istenen ilaglar igin mukosiliyer Klerens ana engel olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (Hosny ve Hassan, 2014; Liu ve Zhang, 2019).

IN yolla KBB asilarak niikleotidlerden kemoterapétiklere, hiicrelerden viral
vektorlere kadar pek ¢ok terap6tik ajan beyine ulastirilabilmektedir (Van Woensel ve
ark., 2013). Ancak piyasadaki intranazal lriinlerin ¢ogu kiiciilk molekiillerdir ve
alerjik rinit, nazal konjesyon, enflamatuar nazal hastaliklar, nazal polipler gibi
burundaki lokal hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadirlar. Ornegin beklametazon
dipropiyonat, triamnisolon asetonit, budesonid, ipratropium bromiir, deksametazon,
flutikazon porpiyonat gibi. Lokal etkili farmasdtiklerin yani sira az da olsa sistemik
etki gosteren preparatlar da bulunmaktadir (Behl ve ark., 1998; Liu ve Zhang, 2019).
Cizelge 1.2’ de sistemik etki gosteren ve nazal yolla uygulanan preparatlara 6rnekler

verilmistir.
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Cizelge 1.2. Sistemik etki i¢in nazal uygulanan ilaglara 6rnekler (Behl ve ark., 1998; Grassin-Delyle

ve ark., 2012).

Etkin madde Piyasa adi Endikasyon

Buserelin Suprefact nasal® Prostat kanseri

Nafarelin Synarel® Endoetriyozis, erken ergenlik

Desmopressin Minirin® Diabetes insipiduslu hastalarda polidipsi, poliiiri
DDAVP® ve dehidratasyonun dnlenmesi ve kontrolii

Kalsitonin Miacalcin® Menopoz sonrasi1 osteoporoz

Dihidroergotamin

Diergo-spray®

Migren ve kiime bag agris1

Sumatriptan imigran® Migren ve kiime bag agris1

Butorfanol Stadol NS® Migren bas agrilari da dahil olmak iizere agrilarda
Fentanil Instanyl® , PecFent® Kanser hastalarinin agrilarinda

Ostradiol Aerodiol® Hormon replasman tedavisi

Nikotin Nicotrol NS® Sigara birakma

Oksitosin Syntocinon® Dogum indiiksiyonu ve emzirmede uyarim
Siyanokobalamin Nascobal® Vitamin B12 eksikligi

Influenza asist FluMist® Mevsimsel ya da HIN1 grip 6nlenmesinde
Desmopressin asetat Stimate® Hemofili A ve von Willebrand’s hastaligi (Tip 1)

1.3.1.1. intranazal Uygulamanin Avantaj ve Dezavantajlar

Intranazal

ilag  uygulamalar

sundugu benzersiz avantajlarin yani sira

dezavantajlar1 da beraberinde getirir. Bunlar asagida belirtilmistir.

Avantajlar (Behl ve ark., 1998; Chugh ve ark., 2009; Grassin-Delyle ve ark., 2012;
Hascicek, 1999; Ozsoy, 2007; Patel ve ark., 2019a; Xu ve ark., 2020):

1. Tlaclarin iletiminde girisimsiz, basit, hizli ve kullanisli bir metottur.

2. Plazma profili intravendz (IV) yolla benzerdir. Absorbsiyon hiz ve

miktar1 IV uygulama ile karsilastirilabilir derecede iyidir. Etki hizli

baslar.

3. Nazal mukoza epitel tabakanin ¢ok sayida mikrovilluslar igermesi

nedeniyle genis bir ylizey alanina sahiptir.
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4. Nazal mukozanin zengin damar ag1 ve yliksek gecirgenlik gosteren
yapisi ilag absorbsiyonunu fazlasiyla artirir.

5. KBB’ye ugramadan geg¢ilir ve MSS hedef alimir. Boylece bircok
norolojik ve psikiyatrik bozuklugun tedavisine olanak saglar.

6. Cok cesitli molekiiliin iletimi gergeklestirilebilir.

7. Tasinimi yapilacak terapotik ajan i¢in herhangi bir modifikasyona gerek
yoktur.

8. Ayrica biiyiikliikleri hormonlardan proteinlere kadar degisen
molekiillerin nazal biyoyararlanimi, periferal uygulamaya gore daha
fazladir. Bu sayede gerekli dozaj azalir.

9. Sistemik maruziyeti azaltir. Bdylece sistemik yan etkileri ve toksisiteyi
engeller.

10. Peptid yapili ilaglarin degradasyon problemi belirli bir derecede en aza
indirgenmistir.

11. Gastrointestinal kanaldaki yikimlardan ve karaciger ilk gecis etkisinden
kacinmak suretiyle ilaglarin biyoyararlanimini artirir.

12. Hastanin kendisinin uygulayabilecegi kolay bir yoldur ve hasta uyuncu
lyidir.

13. Bulant1 ve kusma goriilen hastalarda kullanimi kolaydir.

14. Doz agimi riski diisiiktiir.

15. Molekiil agirlign 1 kDa’dan kiiciik lipofilik ilaglar igin yiiksek
absorbsiyon gosterir.

16. Enfeksiyon hastaliklarinin bulagma riskini azaltir.

17. Siddetli gastrointestinal ve ¢evresel kosullardan kagcinmay1 saglar.

Dezavantajlar (Behl ve ark., 1998; Chugh ve ark., 2009; Grassin-Delyle ve ark.,
2012; Hasgigek, 1999; Ozsoy, 2007):

1. Beynin ve omuriligin farkli bolgelerine ulastirilabilen doz miktari her
bir terapdtik ajanda degisiklik gosterebilir.
2. Yiksek molekiil agirlikli ve hidrofilik ilaclarmn iletimi sinirlidir.

3. Baazi ilaglar nadiren de olsa nazal mukozada kismen degrade olurlar.
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4. Bazi ilaglar nazal mukozada irritasyona neden olabilirler.

5. Drenaj nedeniyle nazal bosluga uygulanacak ila¢ hacmi 25-200 pL ile

siirlidir.

6. Nazal boslukta silia hareketi ve mukosiliyer klerens mukoza ile dozaj

sekillerinin temas siiresini azaltan iki onemli faktordiir. Absorbsiyon

stiresi silia hareketi ve mukosiliyer klerens nedeniyle sinirhdir.

Dolayistyla bu faktorler etkin maddenin diisilk biyoyararlanim

gostermesine sebep olurlar.

7. Gastrointestinal mukoza ile karsilastirildiginda absorbsiyon yiizeyi

dustiktiir.

8. Kronik hastaliklarda bu yolun siklikla kullanilmasi mukozal hasarla

sonuglanabilir. Enfeksiyon ve koku alma bozukluklarina yol agabilir.

9. Alerji ya da gribin neden oldugu burun tikanikligi bu metotla yapilan

ilag iletimini engelleyebilir.

10. Nazal mukozanin normal defans mekanizmasi ilaglarin permeabilitesini

etkiler.

1.3.1.2. Nazal Anatomi ve Fizyoloji

Nazal bosluk

Koku sogancigi

Ust nazal Olfaktdr bdlge
bosluk
Orta nazal Sfenoid sints
bosluk

Nazal kavite Nazofarinks

Alt nazal Ostaki

Vestibiil

Sert damak

Oral kavite Yumusal damak

Sekil 1.3. Nazal boslugun anatomik yapisi (The Respiratory System, 2022).
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Burun, simetrik olarak median septum tarafindan iki burun bosluguna
ayrilmaktadir. Boyu 12-14 cm ve alan1 120-150 cm? olan farkl epitel bolgelerden
olusmustur (Grassin-Delyle ve ark., 2012; Hasgigek, 1999). Burun boslugu sadece
nefes alma ve koku gorevini degil ayn1 zamanda alveollere ulasmadan 6nce havay1
slizen koruyucu organ olma gorevini de yerine getirmektedir (Patel ve ark., 2019a).
Nazal kavite nazal septum tarafindan ikiye boliinlir ve her iki kavite de respirator,
olfaktor ve vestibular olmak tizere 3 bolgeden olusmaktadir (Trevino ve ark., 2020).
Sekil 1.3°te gosterilmektedir. Nazal vestibiil burnun girisidir, yassi keratinize epitel
ile kaplidir ve burun kili (vibrissa) ve yag bezleri icermektedir (Trevino ve ark.,
2020). Vestibular bolge disa agilan ve havadaki partikiilleri siizerek koruma saglayan
bolgedir (Vasa ve ark., 2015). Respirator bolge alani insanlarda burun boslugunun
%80-90’ma kadar ulasabilmektedir (Van Woensel ve ark.,, 2013). Kirpikli
psodostratifiye (yalanci ¢ok katli) silindirik epitel (respirator epitel) ile kaplidir ve
nazal siingerimsi kemikleri (burun konkasi) icermektedir (Trevino ve ark., 2020).
Boslugun yan taraflarinda 3 konka ve her bir burun deliginin orta tarafinda nazal
septum da dahil olmak iizere her bir nazal boslugun i¢ kismini olusturmaktadir (Vasa
ve ark., 2015). Burun konkalari, gelen havayr nemlendirip 1sitan ve vendz
konjesyona izin veren siniizoidler ve erektil doku iceren yapilardir (Trevino ve ark.,
2020). Bu bolgede bazal ve goblet hiicreler de bulunmaktadir. Goblet hiicreler
tarafindan nazofarenkse dogru itilen mukus salgilanir (Van Woensel ve ark., 2013).
Vestibular ve respirator bolgeler, ilag emilimi ve taginmasi i¢in uygun ylizey alanini
artiran mikrovilluslu epitel hiicrelerle kaplhidir (Patel ve ark., 2019a). Olfaktor bolge
ise burun boslugunun catisinda, burun deliklerinden yaklagik olarak 7 cm uzaklikta
bulunmaktadir. Yalanci ¢ok katl silindirik epitel ile kaplidir ve KBB’yi atlayarak
dogrudan MSS’ye erisim saglayan olfaktor siniri igermektedir (Trevino ve ark.,
2020). Olfaktor bolgede, koku sogancigi ve sinirler, noéro-epitel hiicreler araciligiyla
koku alma fonksiyonundan sorumludur. Nazal mukozal epitelde hava ile tasinan
partikiilleri i¢ine hapsetmek ve sindirmek igin karboksilesteraz, glutatyon S-
transferaz ve sitokrom P450 enzimleri gibi enzimler bulunmaktadir (Patel ve ark.,
2019a). Bu bolge ila¢ uygulamasi icin 5 cm? alan sunmaktadir (Formica ve ark.,
2022). Insanlarda nazal boslugun yaklasik %8-10'unu olusturan olfaktér bolge
yaklagik 5 um kalinliginda mukus tabakasi ile kaplhidir. Nazal mukus pH’1 yaklagik
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5,5-6,5 araliginda olmakla birlikte, pH 3-10 araligindaki soliisyonlar1 tolere
edebilmektedir. Olfaktdor mukoza, olfaktor reseptor hiicreler (olfaktdr reseptor
noronlar olarak da adlandirilir), destekleyici epitel hiicreler ve basal hiicreler olmak
tizere 3 farkli hiicre tipinden meydana gelmektedir. Olfaktor reseptor nodronlar,
modifiye silialar ile birka¢ uzun lifler seklinde catallasan tek bir dendritik ¢ikintiya
sahip bipolar ndronlardir. Olfaktdr reseptér ndronlarin aksonlart MSS’nin olfaktor
soganci@ina uzanir ve bu iki bolgeyi dogrudan birbirine baglar. Olfaktor bolgedeki
mukus Kklirens hiz1 respirator bolgedekine gore 240 kat daha yavastir (yaklasik 1-2
mm/saat). Bu da olfaktor bolgeyi intranazal formiilasyonlarin daha ¢ok tutulabilmesi

icin potansiyel olarak one ¢ikarmaktadir (Vasa ve ark., 2015).

Mukus, mukozada goblet hiicreler tarafindan salgilanan, %1 inorganik tuzlar,
%1 albumin, %2 miisin, %95 su, lizozimler, immiinoglobulinler, laktoferrin ve
lipitlerden (%]1) olusan kompleks bir karisimdir. Alt kismi soliisyon, iist kismi ise
silialar tarafindan ileri dogru hareket ettirilen yiizeysel bir jel ortii olan iki tabakadan
olugsmaktadir (Liu ve Zhang, 2019; Van Woensel ve ark., 2013). Silialar araciligiyla
farinkse dogru itilmektedir. Olfaktor mukozadaki silialar hareketsiz oldugundan
sadece respirator mukozada bulunan silialar tarafidan mukus hareket
ettirilebilmektedir. Dakikada 1000 vurusluk bir frekansla mukus dakikada 5 mm
itilebilmektedir (Van Woensel ve ark., 2013).

1.3.1.3. Nazal Mukoza ve Epitelden Gegis Mekanizmalari

Epitel hiicre tabakasi boyunca ila¢ taginmasinda rol oynayan ii¢ mekanizma

bulunmaktadir. Asagida 6zetlenen bu mekanizmalar Sekil 1.4°te gosterilmektedir.

1. Transselliiler yol: Ilag destekleyici epitel hiicrelere endositoz yoluyla niifuz
etmektedir. Ila¢ molekiiliiniin bu yoldan emilimi suda ¢6ziiniirliik, lipofilisite,
biyoyararlanim, molekiil agirligi gibi cesitli faktorlere baglidir (Patel ve ark.,

2019a). Transselliller yolda tasinma, epitel hiicre yoluyla apikalden
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2.

basolaterale dogru gergeklesmektedir (Sharma ve ark., 2014). Transselliiler
yolda bir molekiil bir konsantrasyon gradyaninin altinda pasif diflizyon ile ya
da aktif transport, reseptdr veya membran tasiyicilar1 aracilifiyla hiicreleri
gecebilmektedir (Grassin-Delyle ve ark., 2012). Ozellikle olfaktdr epitelin
destekleyici hiicreleri boyunca ¢ogunlukla sivi faz endositoz, reseptdr aracilt
endositoz ya da pasif diflizyon seklinde taginma gerceklesmektedir
(Aderibigbe, 2018; Rassu ve ark., 2016).

Paraseliiler yol: Paraselliiler yolda tasinma, olfaktor epitelin destekleyici
hiicreleri ile olfaktdr ndronlar arasindaki siki baglantilarda gerceklesmektedir
(Aderibigbe, 2018; Rassu ve ark., 2016).

Olfaktor sinir yolu: Ilag endositoz ya da pinositoz yoluyla sinir hiicrelerinde
emildikten sonra intraseliiler aksonal yoldan nanotasiyicilar vasitasiyla koku
sogancigina tasinmaktadir (Patel ve ark., 2019a). Intrandronal yoldan akson
boyunca, ekstrandronal yoldan ise perindral kanallar araciligiyla tasinma
gerceklesmektedir (Formica ve ark., 2022). Olfaktor yol lamina propria,
olfaktor epitel ve olfaktdr soganciktan olugsmaktadir (Xu ve ark., 2020). 200
nm’den kiiglik maddeler kaveola-aracili endositozla gegerken, 200-1000 nm
araligindaki maddeler klatrin aracili endositoz yolunu kullanmaktadir (Van
Woensel ve ark., 2013).
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KOKU SOGANCIGI ARACILIGIYLA BEYNE DOGRU

NAZAL BOSLUK

Sekil 1.4. Nazal epitelden beyne ilag tasinma yolaklarimin kavramsal temsili. A:ilag molekiilii/ilag
yiiklii nanotasiyicilar, B:Mukus, C:Olfaktor epitel hiicreler, D:Olfaktdr noronlar, E:Bazal hiicreler,
F:Lamina propria, G:Salgi bezi, H:Kan hiicreleri, 1:Olfaktor bosluk, J:Etmoid kemgin kalbur
seklindeki delikli boliimii. Transeliiler olarak; (1) olfaktér noron igine alinan ilag aksonal taginma
sonucu olfaktdr sogan araciligtyla beyne ulasir. Paraseliiler olarak; (2) olfaktdr ndronlar ile epitel
hiicreler veya (4) epitel hiicrelerin arasindan veya transeliiler olarak (3) olfaktor epitel hiicrelerin
icinden once lamina propriaya ardindan ya (5) kan hiicreleri vasitasiyla sistemik dolasima karisarak ya
da (6) ekstraseliiler olarak perindral/perivaskiiler kanallardan gecerek beyne ulagir (Katare ve ark.,
2017).

1.3.1.4. ila¢c Tasinma Yol ve Mekanizmalar

Bir kez inhale edildiginde maddeler, burun killari, hava boslugu ve 12 pm’den
biiyliik mukozal temas filtresi partikiillerinin bulundugu nazal vestibiile girmektedir.
Nazal konkalar ve kikirdaklardan olusan nazal valften gegtikten sonra solunum
bolgesine ulasir. Nazal konkalar, segici otonomik inervasyon nedeniyle her 3-7 saatte
bir degisen konjesyon ve dekonjesyona ugramaktadir. Burnun en kii¢iik kesit alanina
sahip olan nazal valfteki kiiciik degisikliklerin hava akisini etkilemesi muhtemeldir.

Bu mekanizma da olfaktor bolgeye ulasan madde miktarini azaltmaktadir. Ancak
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0zel cihazlarla bir ilacin %45 kadar1 olfaktor bolgeye iletilebilmektedir. Kalan kismi
ise, en genis burun yiizey alanima (yaklasik 130 cm?) ve zengin bir damar kaynagina
sahip olan respiratér bolgede emilebilir. Trigeminal sinirin maksiller dali respirat6r
bolgeyi innerve etmektedir ve pons yoluyla MSS’ye girmektedir. Bu sayede
intranazal olarak uygulanan makromolekiiller KBB’yi atlayarak MSS’ye
girebilmektedir. Nazal valfi asan ilag ise, beynin dis diinyayla bulustugu tek yer olan
olfaktér bolgeye girmektedir. Burundan beyne iletim i¢in en etkili ila¢ emilim
bolgesi iste bu olfaktdr bolgedir. insan olfaktdr bolge yiizey alani 2-10 cm®dir.
Olfaktor epiteli gegen ilag, olfaktér sinir boyunca hiicre i¢i ve hiicre dist
tasinmaktadir. Lipofilik ilaglar paraseliiler pasif difiizyonla tasinirken, hidrofilik
ilaclar tasiyici aracili tasima yoluyla ilerlemektedir. Endositoz ve aksonal tasinma
diger yollara gore daha kiigiik bir rol oynamaktadir. Olfaktdr soganciga ulasan ilag,
ozelliklerine bagl olarak pasif difiizyon, tasiyici aracili tasima veya aksonal tasima
yoluyla beyne girebilir. Ekstraseliiler yol, olfaktor mukozanin paraseliiler
boslugundan lamina propriaya ve perivaskiiler ve perinoral tasima yoluyla BOS’a
absorbsiyonunu igermektedir. Lamina propriada ilag sinirler, damarlar ve lenfatikler
boyunca hiicre i¢i ve hiicre dis1 tasima, perivaskiiler pompalama ve y1gin akisi gibi
farkli tasima mekanizmalarina maruz kalmaktadir (Katare ve ark., 2017; Trevino ve
ark., 2020).

Sekil 1.5°te de gosterildigi gibi nazal uygulamadan sonra {i¢ ana tasinma yolu

vardir. Bu yollar (Mistry ve ark., 2015; Vasa ve ark., 2015):

e Sistemik yol (nazal respirator epitelden sistemik sirkiilasyona gecer ardindan
KBB boyunca taginir)

e Olfaktor sinir araciligiyla (olfaktdr noral yol) veya olfaktor epitel araciligiyla
(olfaktor epitel yol) paraselliiler ya da transselliiler olarak dogrudan taginma

e Respirator ve olfaktor epitelde yer alan trigeminal sinir aracilifiyla tasinma

(trigeminal yol)
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Beyin-Omurilik Sivisi (BOS) «— Beyin

& / o

@ Trigeminal noroniar Kan Beyin Bariyeri (KBB)

Nazal ilag uygulama

1 Akciger \
L4 Sistemik sirkillasyon

Gastrointestinal kanal

Sekil 1.5. Nazal uygulama sonrasi ilacin beyne taginmasi igin farkli yolaklar (Costa ve ark., 2019)

Beyindeki ilag dagilimindan esas olarak sorumlu yollar, olfaktér bdlgede
bulunan olfaktér néron yolagi ve respiratér bolgede bulunan trigeminal noron

yolagidir (Choudhari ve ark., 2021; Kaur ve ark., 2015).

Olfaktor sogancik (koku sogancigi), olfaktor noronlar sayesinde nazal ortamla
dogrudan temas halinde olan MSS’nin tek bélgesidir. Parkinson, Multipl Skleroz,
Alzheimer hastaligi, demans ve migren tedavisi igin intranazal taginmayi
detaylandiran patentler bu yola olan ilgiyi artirmaktadir. Sitokinler ve biiyiik
biyomolekiiller (biiyiime faktdrleri de dahil) de IN uygulama yoluyla MSS’ye giris
icin umut vaad etmektedir (Vasa ve ark. 2015). ila¢ olfaktdr aksonlar boyunca
taginir, olfaktor soganda birikir ve beyne diflize olur (Rassu ve ark., 2016). Ancak
dar dis burun delikleri, karmasik burun geometrisi ve dinamik fizyolojik degisiklikler
olfaktér bolgede hedeflenen birikimin elde edilmesinde zorluk olusturabilmektedir

(Vasa ve ark., 2015).

Trigeminal sinir en biiylik kranial sinirdir. Bir kism1 ponstan baglayarak ilacin
beyin sapina taginmasina katkida bulunan kribriform plakadan gecer ve daha sonra
arka beyinden geger (Patel ve ark., 2019a). Hem respirator hem de olfaktor mukozayi

beslemektedir. Trigeminal sinir ponstan beyin sapina girer ve hem arka hem de 6n
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beyne kadar ulasir. Aksonlar boyunca intraselliiler transport ve perivaskiiler
bosluklar, perindronal kanallar veya beyin omurilik sivist ve beyin dokusuna bagh
lenfatik kanallardan difiizyon ve toplu akis yoluyla ekstraselliiler transport
gerceklesmektedir (Formica ve ark., 2022). Burundan beyne tasmmmada gorevli

yolaklarin sematik gosterimi Sekil 1.6’da sunulmustur.

.
£, Beyin omurilik sivist |

/ Klerens v
—_— Respiratuar Kan Kan beyin
epitel dolagim bariyeri

ilk gecis metabolizmasi

Nazal . —
bosluk —J Trigeminal sinirler

>  Olfaktér sinirler [
B Olfaktor N A

epitel

oo
4

Klerens

Sekil 1.6. Burun boslugundan beyne taginmada gorevli yolaklarin sematik gosterimi (Bourganis ve
ark., 2018)

IN ve arteriyel uygulamay1 karsilastiran prelinik ¢alismalar sicanlarda, IN
olarak uygulanan maddelerin uygulamadan sonraki 20 dk ig¢inde serebral
perivaskiiler bosluklarda bulundugunu, dura mater ve Willis cemberinde daha ytiksek
konsantrasyonlara ulastigini, derin ve ylizeysel servikal diiglimlerde daha yliksek
konsantrasyonlara sahip oldugunu bulmustur. Minimal miktarda IN ilag, maksiller,
oftalmik ve fasiyal arterler dahil olmak {izere karotid arterin dallar1 yoluyla MSS’ye
girmektedir. Vaskiiler endotelin gegirgenligi bu yol i¢in ana sinirlayict bariyerdir.
Olfaktor bolgeye ulasamayan ilaglar enzimatik bozunmaya ve mukosiliyer klerense
ugramaktadir. Kalan ilacin kii¢iik bir miktar1 da potansiyel olarak respirator mukoza

yoluyla sistematik dolagima geri emilmektedir (Trevino ve ark., 2020).

Burundan beyne direk tasinma olfaktér sinir araciligiyla gercgeklesir.
Nanopartikiiliin boyutu ve yiizey yiikiiniin de etkisiyle olfaktor sinirlerde endositoz

yoluyla hiicre igine alinir. Sonrasinda néronal akson boyunca olfaktér soganciga
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dogru tasimmir ve ekzositoz yoluyla beynin farklt bolgelerine salinir. Cesitli
faktorlerden etkilenmesine ragmen tasima genellikle saatler veya giinler siirdiigiinden
bu yol yavas taginma mekanizmasi olarak bilinir. Ekstranéronal yolda ise ilag
olfaktor epitel yoluyla paraselliiler bosluklardan subaraknoid alana geger. Bu taginma
yaklagik 30 dk siirmektedir. Olfaktor bolgede olfaktor sinirler trigeminal sinirlerden
daha kisa oldugundan ve BOS’a daha yakin oldugundan trigeminal sinir yolagi
ikincil yolak olarak tercih edilmektedir. Indirekt yol ise respiratdr bolgeden sistemik
dolasima emilimi ifade etmektedir (Correia ve ark., 2022). Transnoéronal yol ¢ok
yavastir. Ilag, uygulamadan yaklasik 24 saat kadar sonra MSS’ye ulasir (Rassu ve
ark., 2016).

Bir de BOS-interstisyel sivi (ISF) degisiminden sorumlu glenfatik sistem
vardir. Cozlinen maddelerin tasinmasi ve birikmis metabolitlerin yani sira
¢oziinenlerin de temizlenmesini saglamaktadir. Glenfatik sistemde bozulma
oldugunda, ISF ¢ikisinda artis olmadan BOS girisinde artis olur. Bu da hiicre dis1
¢oziinen maddelerin birikmesi sonucunda biligsel zayiflamaya yol agar. BOS-ISF
degisimini diizenlemek, ¢6ziinen madde ve metabolit klerensini artirir ve bu MSS ile

ilgili hastaliklarin yonetiminde 6nemli olabilir (Patel ve ark., 2019a).

1.3.1.5. Burundan Beyne ila¢ Hedeflendirmede Onemli Faktorler

[lacin fizikokimyasal 6zellikleri ve burnun fizyolojisi burundan beyne ulagimi
etkilemektedir. Burundan beyne iletimde karsilasilan fizyolojik bariyerler: KBB,
mukosiliyer klerens, epitelyal siki baglantilar, nazal valf, nazal vestibiil, ilaca 6zel
hedef reseptorlerin/tasiyicilarin varligi, disaakis tasiyicilar, olfaktor bolgenin ylizey

alani, nazal metabolizma seklinde siralanabilir (Trevino ve ark., 2020).
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1.3.1.5.1. flacin/Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozellikleri

Nazal ila¢ dagitimini etkileyen temel fizikokimyasal Ozellikler asagida

verilmistir (Behl ve ark., 1998; Patel ve ark., 2019a).

e Partikiil blyikligi

e Molekiiler agirlik

e Polimorfizm

e (Coziiniirlik ve ¢oziinme hiz1
e Kimyasal form

e Kimyasal durum: On ilag

e pKa ve partisyon katsayisi

Nazal epitelde paraselliiler ilag tasinmasi i¢in en biiyiikk molekiiler agirligin
1000 Da oldugu tahmin edilmektedir. Bununla birlikte siki baglantilar genellikle
hidrodinamik yar1 capt 4-8 A°’nden (epitelyumun sizdirma 6zelligine bagl olarak)
biiyiik olan molekiiller i¢in gegirimsizdir ve bundan daha biiylik olan molekiillerin
komsu hiicreler arasinda gegisini kisitlamaktadir (Sharma ve ark., 2014). 1000 Da
molekiiler agirligin iizerindeki molekiiller 9%0,5-5 arasinda bir biyoyararlanim ile
olduk¢a yavas absorbe edilir. 400-1000 Da arasinda molekiiler agirliga sahip
molekiillerde ise, epitelden pasif difiizyonu etkiledigi icin lipofiliklik 6zelligi dnemli

bir rol oynamaktadir (Grassin-Delyle ve ark., 2012).

Nazal yol diisiik molekiiler agirlikli, lipofilik ilaglar i¢in uygundur. Diisiik
molekiiler agirliga sahip olsalar da polar ilaglarin bu yolla biyoyararlanimi oldukca
distiktiir. Polar ilaglarin nazal absobrsiyonunu artirmak igin kitosan, siklodekstrin,
sodyum lauril siilfat gibi absorbsiyon artiricilar kullanilabilmektedir (Agrawal ve
ark., 2020).
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Proteinler gibi yiiksek molekiil agirlikli ve ¢ogu durumda fizyolojik pH’da sifir
olmayan bir net yiike sahip molekiiller icin biyolojik bariyerlerden gecislerde
difiizyon mekanizmasi uygun degildir (Grassin-Delyle ve ark., 2012).

Etkin maddelerin stabilitelerini ve permeabilitelerini artirmak amaciyla 6n ilag
formlar1 olusturulabilir. Bu amagcla lipofilik bir maddeye hidrofilik gruplar ya da
hidrofilik bir maddeye lipofilik gruplar eklenebilmektedir. Bu sayede biyolojik
membranlardan geg¢is miktari artirilir (Grassin-Delyle ve ark., 2012). Bhattacharya ve
ark. (2015) 5X Ailesel Alzheimer hastalikli fare modelleri tizerinde intranazal yol ile
galantaminin 6n ilact olan memogain tedavisi uygulayarak bu tedavinin davranis ve
beyindeki amiloid- plak tutulumu iizerine etkisini aragtirmislardir. Oral yolla verilen
galantamine kiyasla daha diisiik dozlarda intranazal memogain uygulamasinin
biligsel gerileme baslamadan oOnce bile onemli Ol¢iide davramigsal semptomlari

tyilestirebildigini ve plak birikimini etkili bir sekilde geciktirdigini raporlamislardir.

Partikiil boyutuna iliskin tahminler, aerodinamik g¢aplar1 yaklagik 5 um olan
damlaciklarin veya partikiillerin tipik olarak iist solunum yollarinda biriktigini
gosterse de; nazal cihazlara yonelik en son Gida ve ilag Idaresi (Food and Drug
Administration, FDA) kilavuzu (2002), akciger inhalasyonunu Onlemek igin
solunabilir partikiil oraninin 9 pm’nin altinda olmamasini 6nermektedir (Vasa ve
ark., 2015).

Yapilan bir¢ok calismada, nazal absorbsiyonun etken madde ¢6zeltisinin
pH’sina ve etkin maddenin pKa degerine baglh olarak degistigi tespit edilmistir.
Ornegin benzoik asitin (pKa 4,19) pH 2,0 ile 7,1 arasinda degisen pH’larda nazal
absorbsiyonu incelenmistir. Nazal absorbsiyonun pH’ya bagli oldugu ve pKa
degerinin altindaki pH’larda absorbsiyonun daha iyi oldugu bulunmustur (Hasg¢igek

C, 1999).
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1.3.1.5.2. Formiilasyon Faktorleri

Nazal ilag dagitimini etkileyen formiilasyon parametreleri asagida verilmistir

(Behl ve ark., 1998; Patel ve ark., 2019a; Xu ve ark., 2020).

e Dozaj formunun tipi (¢cozelti spreyleri, emiilsiyonlar, nazal damlalar,
stispansiyon spreyler, merhemler, jeller, tozlar, mikrokiireler ve
lipozomlar gibi 6zel sistemler)

e Ilac konsantrasyonu ve doz

e Uygulama hacmi

e Formiilasyonun fiziksel formu

e Tampon kapasitesi, pH ve ozmolarite

e Mukozal irritasyon

e Yardimci maddeler (¢Oziindiiriiciiler, tampon bilesenleri, antioksidanlar,
koruyucular, tat ve koku vericiler, jellestirici ajanlar, hiimektanlar,
absorbsiyon artiricilar)

e Maruz kalan nazal alan

e Viskozite

Nazal uygulamalarda lipofilik i¢ kavite ve hidrofilik dis yilizeye sahip, lipofilik
ilaclarin ¢oziliniirliiglinii artirmada kullanilan siklodekstrinlerden yararlanilmaktadir.
Halka seklindeki bir olgisakkarit olan siklodekstrinler sadece ¢oziiniirlik degil

stabiliteyi de iyilestirmek amaciyla kullanilmaktadir (Grassin-Delyle ve ark., 2012).

In situ jel sistemler mukosiliyer klirens sorunun iistesinden gelmek, temas
stiresini artirmak ve bdylece nazal absorbsiyon ve biyoyararlanimi artirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Jellesme mekanizmas1 iki ana kategoriye ayrilir: fiziksel ¢apraz
baglanma ve kimyasal capraz baglanma. Fabrikasyonunun kolay olmasi ve
giivenilirlik profili nedeniyle fiziksel capraz baglanma mekanizmasi daha ¢ok tercih
edilmektedir. Kimyasal ¢apraz baglanmada uygulama bodlgesinde yan etkiler ve
toksisite gozlenebilmektedir (Agrawal ve ark., 2020). Multiple Skleroz, Parkinson,
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Alzheimer, sizofreni, depresyon gibi pek ¢ok norolojik hastaligin tedavisi i¢in
burundan beyne hedeflenen in situ jel bazli ilag tasima sistemleri tizerinde umut vaad

eden ¢alismalar bulunmaktadir (Aderibigbe, 2018).

In situ  jellesen sistemlerde 1siya duyarli  (poloksamer, Kitosan,
Etil(hidroksietil)seliloz-EHEC, ksiloglukan), pH duyarli (karbopol) ve iyon duyarli
(gellan zamki, pektin) olmak tizere ii¢ farkli grup polimer kullanilmaktadir (Agrawal
ve ark., 2020). Isiya duyarli sistemlerde 25-37°C araliginda sicaklikta meydana gelen
degisimlerle kullanilan polimerler ¢ozelti ve jel formlar arasinda gecis
gostermektedirler. Boylece mukoadhezif formiilasyonlar elde edilmis olur. Iyon
duyarl sistemlerde ise ornegin; gellan zamki nazal sivilarda dogal olarak bulunan

katyonlar 6zellikle de Ca*? varliginda jellesmektedir (Karavasili ve Fatouros, 2016).

Burundan beyne hedeflemede kullanilacak ideal ila¢ tasiyici sistemlerin
tasimasi gereken temel ozellikler asagida siralanmistir (Behl ve ark., 1998; Formica
ve ark., 2022).

e Nazal irritasyona neden olmamali

e Diisiik dozda verilebilmeli (genellikle 25 mg’nin altinda)
e Nazal absorbsiyon 6zelliklerine uygun olmal

e Nazal metabolitleri toksik olmamali

e Uygun stabilite 6zellikleri olmali

e Biyouyumlu ve kokusuz yardimc1 maddeler kullanilmali
e Hizli eliminasyondan kaginabilmeli

e Fizyolojik tonisitesi ve viskozitesi uygun olmali

e Nazal mukoza ile uyumlu pH’da olmali
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1.3.1.5.3. Fizyolojik Faktorler

Nazal ilag dagitimini etkileyen fizyolojik faktorler asagida verilmistir (Patel ve
ark., 2019a; Xu ve ark., 2020).

e Mukosiliyer klerens
e Nazal kan akis1

e Patolojik durum

e Ilac birikimi

e Enzimatik aktivite (nazal metabolizma)

Mikroorganizmalar, alerjenler, toksinler gibi yabanci partikiiller burun
boslugunun mukusuna yapistiginda veya iginde ¢oziindiigiinde, nihai olarak
gastrointestinal sisteme (GIS) bosalmak tizere nazofarenkse dogru tasmnirlar. Teorik
olarak mukus tabakasi her 10-20 dakikada bir yenilenmektedir. Bu da intranazal
uygulanan ilacin absorbsiyonunu azaltabilir. Bu sinirlamanin iistesinden gelmek i¢in
formiilasyonun nazal mukoza ile temas siiresi artirilmaktadir. Boylece absorbsiyon
ve biyoyararlanim da artmaktadir. Yapilan bazi calismalarda siliyer hareketin
formiilasyonda kullanilan koruyucu, antioksidan gibi yardimci maddeler ile pH
faktorii nedeniyle azalabilecegini dolayisiyla temas siiresinin artabilecegini
gostermislerdir. Ozellikle mukoadhezif polimerlerin kullanim1 olduk¢a avantaj
saglamaktadir. Polimer ile mukusun temasi sonrasi arada olusan capraz baglar
mukusun viskozitesini artirir ve mukosiliyer klerens azalir. Polimerin yiizey yiiki,
pH, iyonik kuvvet, yiizey piriizliliigli, capraz baglanma yogunlugu, hidrasyon
potansiyeli, molekiiler agirhig mukoadhezyon derecesini etkilemektedir (Vasa ve
ark., 2015).

Peptid ve protein ilaglarin endotel hiicrelerdeki enzimatik degredasyonunu
azaltmak i¢in proteaz ve peptidaz inhibitorler formiilasyonda kullanilabilmektedir

(Patel ve ark., 2019a).
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Nazal Birikim ve Mukosiliyer Klirensi Etkileyen Faktorler

Silialar epitel burun boslugu boyunca esit dagilim gostermemektedir.
Respirator bolgede arka nazal kaviteye ulasan partikiiller hizla mukosiliyer klirense
ugrarken, on bolgedeki partikiiller daha yavas klirense ugramaktadir. Olfaktor
bolgede ise hareketli olmayan silialar bulundugu igin buradaki mukosiliyer klirensin
insan kafasinin dik pozisyonu sonucu yercekimi etkisiyle oldugu diisiiniilmektedir.
Bu da olfaktor bolgeyi burundan beyne direkt ilag hedeflemek ig¢in daha cazip
kilmaktadir. Ancak bu kronik kullanim noktasinda nazal yolla verilmek istenen

formiilasyonun bilesenleri iyi degerlendirilmelidir (Vasa ve ark., 2015).

Nazal yolla uygulamadaki ana sorun mukosiliyer klirenstir. Nazal drenaj
nedeniyle mukus tabakasinda biriken partikiiller 15-30 dk’da elimine edilirler
(Grassin-Delyle ve ark., 2012). Bu sorunun iistesinden gelmek ig¢in mukoadhezif
polimerler kullanilabilir. Bu polimerler nazal mukoza ile daha yakin/siki bir temas
saglayarak daha yiiksek konsantrasyon gradyani ve bunu takiben absorbsiyon artisi
sunmaktadir. Kaur ve ark. (2015) Tramadol HCI’nin mukoadhesif bir ajan olan
Kitosan ile nanopartikiiler in situ jel formiilasyonlarin1 hazirlamiglardir.
Gelistirdikleri formiilasyon ile KBB’yi asarak beyni hedefleyebilmisler ve elde
ettikleri diigiik polidispersite indeksi (PDI) ile nanopartikiillerin dispersiyon i¢inde
iyl dagildigini, ilacin miikemmel enkapsiilasyon kapasitesi oldugunu ve daha az
agregasyon gosterdigini kanitlamiglardir. Formiilasyonun daha fazla pozitif yiiki
(zeta potansiyeli) olmasi daha kii¢iik boyutlarda dagilmasini, yiizey alanmin

artmasini ve miisin proteini ile daha ¢ok etkilesmesini saglamistir.

Enzimatik Degredasyon

Nazal bosluktaki epitel bariyer ve liimen, g¢esitli protein ve peptidlerin
parcalanmasindan sorumlu ekzopeptidaz ve endopeptidaz enzimleri icermektedir.
Enzimatik degradasyondan kac¢inmak i¢in enzim inhibitorleri, ilag tasiyici sistemler

veya 0On ilag yaklasimlari kullanilmaktadir (Agrawal ve ark., 2020).
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1.3.1.5.4. Burundan Beyne ila¢ Verilmesinde Kullanilan Cihazlar

Nazal uygulama i¢in hazirlanmis dozaj formlar1t nazal boslukta etkili
absorbsiyona izin verecek siirede kalmali ve bu absorbsiyon i¢in yeterli dozda etken
madde igermelidirler. Nazal kaviteye ilaglarin uygulanabilmesi i¢in dizayn edilen
sistemler burun spreyleri, burun damlalari, Ol¢iilii doz nebiilizér ve Olgiilii doz

basingl1 aerosollerdir (Hasgigek C, 1999).

Burundan beyne iletim i¢in kullanilan ruhsatlanmis cihazlara ornek olarak;
ViaNase™, Precision Olfactory Delivery®, Aero Pump System, OptiMist', Sipnose
verilebilir. Klinik ¢alismalarda heniiz kullanilmamis yeni cihazlara ise; Naltos™,
VP3, Aeroneb® Pro, Versidoser®™ érnek verilebilir (Trevino ve ark., 2020).

1.3.1.6. Burundan Beyne Hedeflemede Nanotasiyici Sistemler

Yapilan klinik calismalar, IN yolla tasman ilag miktarinin diisiik
konsantrasyonlarda oldugunu gostermistir (%1°in oldukga altinda). Olfaktor ve
trigeminal sinirler aracilifiyla olfaktor epitelden geg¢is miktarini artirmak icin ilag
tastyici sistemlerin gelistirilmesine yonelik adimlar atilmadig stirece bu yol terapotik
olarak sadece oldukga potent ilaglar i¢in kullanilabilir olacaktir (Mistry ve ark.,
2015). Burundan beyne ulasimin Oniindeki en biiyiik engel ilaglarin smirli
biyoyararlanimidir. Lipofilik ilaglar genellikle yiiksek biyoyararlanim ile burun
mukozasii kolayca gegebilmektedir (>%75). Bunula birlikte hidrofilik ilaglar
yaklasik %10’luk bir biyoyararlanim ile zayif absorbsiyon gosterir ve peptidler ve

proteinler igin degerler genellikle %1°den azdir (Liu ve Zhang, 2019).

Nanopartikiiler sistemler, nanoboyutta olmalari, genis ylizey alanlari, yiiksek
reaktiviteleri ile benzersiz fizikokimyasal 6zellige sahiplerdir. Ayrica nanopartikiiller
yayllma, kan dolasimindaki yarilanma Omrii, ila¢ salim karakteristikleri ve
immiinojenisite gibi temel ozellikleri degistirme olanagi sunmaktadir. Zayif suda

¢oziinlirliik, permeabilite ve instabilite nedeniyle diisiik oral biyoyararlanim ile
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karakterize edilen molekiillerin hedeflendirilerek verilmesine olanak saglamakta ve

daha uzun siireli ve kontrollii salim profilleri géstermektedir (Tartau ve ark., 2010).

Nanopartikiillerin ilag tasiyici sistemler olarak kullanilmalarinin en onemli
teknolojik avantajlar1 asagida verilmistir (Dabholkar ve ark., 2021; Tartau ve ark.,
2010).

e Yiiksek etkin madde tagima kapasitesi

e lyilestirilmis biyoyararlanim

e Kontrollii salim

e Yiiksek stabilite

e Hem hidrofilik hem hidrofobik maddelerle uygulama yapmaya elverisli
olmasi

e lac1 degredasyondan korumasi

o Gelistirilmis ilag ¢oziiniirligi

e (esitli yolaklarla uygulamaya ve istenilen bdlgeye hedeflemeye imkan

tanimasi

Nanoteknolojik sistemler etki bolgesini hedeflemek agisindan umut vaad
etmektedir. Yapilan pre-klinik ¢alismalar in vitro / in vivo KBB modellerinde
endositoz veya transitoz yoluyla molekiillerin etkili bir sekilde tasmabilir oldugunu
gostermektedir. Norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilan nanotasiyici
sistemler ve onlar iizerinde yapilan modifikasyonlar ile ilacin absorbsiyonu,
penetrasyonu, biyoyararlanimi, terapotik etkinligi, potensi artirilabilmektedir (Patel
ve ark., 2019a). Bu sistemlerde ilacin noral ya da transepitelyal yollarla nanopartikiil
icinde enkapsiile edilmis olarak m1 beyne tasindigi yoksa ilacin nazal epitel
yiizeyinde veya doku i¢inde salinip ardindan membran boyunca mi1 tasindig: biiyiik
onem tasidigl icin, ilacin salim yerine bagli olarak nanopartikiillerin optimizasyonu

saglanir (Mistry ve ark., 2015).
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Yapilan ¢aligmalar, basit bir ilag ¢ozeltisine kiyasla nanopartikiiler sistemlerin
nazal uygulama sonrasi beyindeki ilag konsantrasyonunda onemli miktarda artig
oldugunu gostermistir (Mistry ve ark., 2015). Doku gecisi zayif olan molekiillerin
biyoyararlanimini artirmak i¢in polimerik nanopartikiiller, lipid bazli nanopartikiiller,
mikro/nano emiilsiyonlar, lipozomlar gibi formiilasyonlar umut vaad etmektedir

(Hosny ve Hassan, 2014).

Nanopartikiiler formiilasyonlar ila¢ molekiiliinde herhangi bir modifikasyon
yapmayi gerektirmedigi i¢in ilaglarin iletimi igin umut verici bir stratejidir. Beyin
tarafindan hizli bir sekilde alinmalari, biyolojik olarak pargalanabilir ve kabul
edilebilir olmalar1 nedeniyle beyne hedeflemede etkili ilag iletim sistemleridir.
Ayrica patlama etkisi (burst effect) yoklugu da avantajlari arasindadir (Kaur ve ark.,
2015).

Arastirmacilar tarafindan farmasdétik tiriiniin potensini ve etkinligini artirmak
icin parametreler belirlenmistir. Bu baglamda ila¢ ne burun tahrisine neden olmalidir
ne de toksik metabolitler iiretmelidir. Herhangi bir koku icermemeli ve yeterli
¢Oziiniirliikte (100 mg/ml’ den az olmayan), kabul edilen nazal absorbsiyonda ve
diisiik dozda (25 mg/dozun altinda) etkili olarak daha uzun siire stabil olmalidir

(Patel ve ark., 2019a).

Genel olarak nanopartikiillerin hiicresel aliminin konsantrasyon, partikiil
boyutu, ylizey yiikii ve lipofilisite gibi diger yiizey 6zelliklerine bagli oldugu ileri
siiriilmektedir (Mistry ve ark., 2015). Intranazal yolla nanopartikiil uygulamasinda
dikkat edilmesi gereken en 6nemli parametre partikiil boyutudur. Partikiil boyutu,
ilag yiiklenmesi, stabilite ve salimi etkilemektedir. Partikiil boyutu dagilimi,
absorbsiyon, biyodagilim ve sirkiilasyon siiresi de dahil olmak iizere
nanotagtyicilarin farmakokinetigini de etkileyebilir. Daha kiiglik partikiil boyutu ve
dolayisiyla sundugu genis yiizey alanmi ilag ¢oziinlirliigliniin artmasini, mukoza ile
daha kuvvetli etkilesimleri ve permeasyon yeteneginin artmasini saglamaktadir.
Bunun yani sira nanopartikiiliin pozitif ylizey yiikiine sahip olmasi negatif yiiklii

miisin ile de etkilesimini artiracaktir (Formica ve ark., 2022).
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Gabal ve ark. (2014), nazal yolla beyne hidrofilik bir molekiil verilmesinde
kullanilan nanotasiyicilarin ylizey yiikiiniin etkisini aragtirmislardir. Poloksamer
kullanarak in situ jel olusturmuslar ve 200 nm’nin altindaki partiikiil boyutunda
yaklasik mutlak 34 mV zeta potansiyele sahip nanoyapili lipid tasiyicilar elde
etmislerdir. ilag yiiklii anyonik ve katyonik nanoyapili lipid tastyicilarin
biyoyararlanimlari, ilacin intranazal ¢06zeltisi ile karsilastirildiginda sirasiyla
cozeltiden %44 ve %77,3 yiiksek bulunmustur. Katyonik olanin anyonik olana gore
daha yiiksek biyoyararlanima sahip olmasinin nedenleri; nazal mukozadaki anyonik
sialik gruplarla elektrostatik etkilesiminin nazal mukoza ile temas siiresini artirmasi,
siki baglantilarin a¢ilmasini saglamasi ve nazal membrandan penetre olmasi olarak

aciklanmustir.

Nanopartikiillerin sunduklar1 benzersiz 6zelliklerin yani sira Kitosan gibi
mukoadhezif 06zellik gosteren bir polimer ile formiile edilerek hazirlanan
nanopartikiillerin nazal mukozada temas siiresi artmaktadir. Kitosan, dogal olarak
olusan kitinin, polimeri katyonik hale getirmekten sorumlu olan agikta kalmis amino
grubun deasetilasyonu yoluyla tiiretilen bir lineer polisakkarittir (Sharma ve ark.,
2014). Polikatyonik, biyobozunur ve biyouyumlu bir polimerdir. Diisiik
immiinojenisite gosterir, toksik degildir, mukoadhesif ve permeasyon artirici
Ozelliktedir.  Kitosan nanopartikiiller asidik-nétral pH’larda pozitif yiikle
karakterizedir (pKa 6,5). Fizyolojik pH’da mukus tabakasindaki giiglii negatif yiiklii
sialik asit ve ester siilfatar ile kitosan naopartikiiller arasinda giiglii elektrostatik
etkilesimler olugmaktadir (Van Woensel ve ark., 2013). Kitosan, biyoparcalanabilir
polimer grubundaki tek pozitif yiiklii polisakkarittir (Alkholief, 2019).

Kitosan, asidik ortamda ¢oziinebilen, stabil, kristalli bir polimerik yapiya sahip
maddedir (Alkholief, 2019; Agrawal ve ark., 2020). Alkali ve nétral pH degerlerinde
¢Oziinmez. Nazal mukoza ile temas ettiginde mukozadaki suyu absorbe edererk siser
ve jel benzeri bir tabaka olusturur. Ayrica siki baglantilarin geri doniisiimlii bir
sekilde acilmasini saglamaktadir. Kitosanin deasetilasyon derecesi, safligi ve
molekiiler agirligi formiilasyon gelistirme asamasinda dikkat edilmesi gereken

parametrelerdir. Deasetilasyon derecesi katyonik davramis {izerinde etkilidir.
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Deasetilasyon derecesi %35’in {izerinde iken diisiik toksisite gosterirken, %35’in
altinda doza bagl toksisite gosterir. Kitosanin molekiiler agirhigi ve deasetilasyon
derecesi arttik¢a sik1 baglantilart agma yetenegi de artmaktadir. Dehidrate olan epitel
hiicreler arasindaki baglantilar agilir ve paraseliiler absorbsiyon artar (Rassu ve ark.,

2016).

Mistry ve ark. (2015) farkli yilizey Ozellikleri ve boyutlara sahip
nanopartikiillerin olfaktor epitelden beyne tasinmadaki roliinii arastirmislar ve bu
amacla; 20-200 nm partikiil boyutu araligindaki nanopartikiilleri se¢mislerdir.
Modifiye edilmemis polistiren lateks nanopartikiillere olduk¢a negatif bir ylizey yiikii
ve hidrofobik yiizey saglarken, kitosan kaplama daha yiiksek yiizey hidrofilikligine
sahip pozitif yiiklii nanopartikiiller yaratmis ve polisorbat 80 kapli nanopartikiiller ise
neredeyse noétral yiike sahip hidrofilik nanopartikiiller olmustur. Kitosanin pKa’si
yaklasik 6,5 oldugu igin, SNS pH 7,4 tamponunda kitosan ile kaplama sonucunda
nanopartikiillerde kayda deger bir agregasyon goriilmiis ve bu nedenle sitrat tamponu
pH 6,0 kullanilmustir. I¢lerinden Kitosan kapli olan nanopartikiiller mukus ile iyonik
etkilesiminden dolayr doku ile en yiiksek iliskiyi gosteren formiilasyon olmustur.
Ancak, eksize edilen olfaktor epitelin biyoelektrik 6zellikleri, metabolik aktivitesi ve
histolojisinin degerlendirilmesi ile nanopartikiillerin partikiil boyutunun azalmasi

sonucunda 6nemli doku hasar1 gézlenmistir.

Dogal lipidlerden ve polimerlerden hazirlanan nanopartikiiller beyin tarafindan
hizli alim, biyolojik olarak kabul edilebilir ve parcalanabilir olmalar1 ve polimerik
nanopartikiillere kiyasla daha az toksisite gostermeleri nedeniyle beyin hedeflemede
ilging adaylardir (Sharma ve ark., 2014). Nanolipid tasiyicilar ilag yiikleme
kapasitesini artirmakta ve depolama sirasinda ilag salimini en aza indirmekte veya
onlemetedir. Nanolipid tasiyicilar, fizyolojik ve biyodegradabl lipidlerden iiretilirler
ve lipofilik yapilarindan dolay1 terapdtik maddeleri beyne tagimalar1 beklenmektedir.
Diisiik toksisite gosterirler. Isi8a, oksidasyona ve hidrolize duyarli maddelerin

kimyasal stabilitesini artirabilirler (Alam ve ark., 2014).
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Sonvico ve ark. (2006) yaptiklar1 bir ¢aligmada lesitin ve kitosan oranlarinin
tiretilen  nanopartikiillerin ~ fizikokimyasal — ozellikleri iizerindeki  etkilerini
arastirmiglardir. Kullanilan lesitin ve kitosan miktar arttik¢a partikiil bliyiikliigiiniin
arttigini, kitosanin katyonik dogasinin lesitinin anyonik dogasina baskin gelmesi

nedeniyle kitosan miktar1 arttik¢a zeta potansiyelinin de arttigin1 bulmusglardir.

1.3.1.6.1. Polimerik Nanopartikiiller

Burundan beyne hedefleme amaciyla polimerik nanopartikiiller biyopolimerler
ve sentetik polimerler kullanilarak hazirlanmaktadir. Kullanilan polimerler
biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir olmalidir. Siklikla kullanilan sentetik
polimerler arasinda; PLGA [poli(laktik-ko-glikolik asit)], PCL (polikaprolakton),
PLA (polilaktik asit) dogal polimerler arasinda ise; kitosan ve pektin bulunmaktadir.
Polimerik nanopartikiillerin polietilen glikol (PEG) veya Polisorbat 80 ile kaplanarak
mukusa niifuz etme Ozellikleri artirilabilmektedir. Kitosan nanopartikiiller ile ise
mukoadhezyon ozelligi artirilabilmektedir. Hiicreye niifuz eden polimerik
nanopartikiiller arjinin ve lizin bakimindan zengin pozitif yiiklii oligopeptidlerdir ve
biyolojik membranlarla olaganiistii etkilesim kapasitesine sahiplerdir (Formica ve
ark., 2022).

PLGA nanopartikiiller ¢ok cesitli terapotik ajanlarin enkapsiile edilmesinde
optimal Ozellikler gosterdiklerinden yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Diisiik
miktarda ilag yiiklemesi ve yiiksek ilag salimi gibi dezavantajlari vardir. Avrupa lag
Ajansi (European Medicine Agency, EMA) ve FDA tarafindan onaylanmis
intravendz uygulamalarda kullanilan biyouyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilen

bazi PLGA-nanopartikiiller bulunmaktadir (Gosselet ve ark., 2021).

Arisoy ve ark. (2020) tarafindan parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilan
ve %30 civarinda diisiik oral biyoyararlanima sahip bir bilesik olan levodopa igin
burundan beyne ulastirilmak tlizere PLGA bazli bir nanopartikiil formiilasyonu

gelistirilmistir. Ayrica bu nanopartikiil tizerine bugday tohumu aglutunin grefti ile bir
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modifikasyon yapilmistir. Caligmalar neticesinde etkin maddenin salim siiresi
uzatilmis, beyne ulasan konsantrasyonunda artis elde edilmistir. /n vivo deneyler
gOstermistir ki; intranazal yoldan verilen levodopa yiiklii bugday tohumu aglutunin
ile modifiye edilmis PLGA nanopartikiiller lokomotor ve spontan aktivite testlerinde
olduk¢a hizli etki etmekte ve uzun siireli semptomatik iyilesme saglamaktadir.

Gelistirilen formiilasyon Parkinson tedavisi i¢in gelecek vaad etmektedir.

1.3.1.6.2. Lipid Bazh Nanotasiyicilar

Temelde lipid ve sulu bir fazdan olusan biyouyumlu, biyolojik olarak
parcalanabilir sistemlerdir. Biyolojik membranlardan yiiksek oranda gegme, ilaci
kimyasal ve enzimatik parcalanmadan koruma, iyi bir stabilite ve yiiksek ilag
yiikleme kapasitesi, siirekli ilag salimi, beyin tarafindan hizli alim, maliyetinin ucuz
olmasi, diistik toksisite gostermesi gibi avantajlar1 vardir (Dabholkar ve ark., 2021;
Formica ve ark., 2022; Singh ve ark., 2016). Lipid nanopartikiillerin yiizeyi KBB
reseptorleri ya da tasiyicilara spesifik olarak baglanacak hedefleyici molekiillerle

kaplanabilmektedir (Formica ve ark., 2022).

Lipid bazli nanokapsiiller, lipofilik bir siirfaktan, non-iyonik siirfaktan ve
yaglar olmak iizere temelde ii¢ bilesenden olugmaktadir. Kat1 lipidler ve emiilsifiye
edici maddelerden yapilmis bir dis kabuk tarafindan g¢evrelenen yagl cekirdekten
olusan, lipozomlar ile polimerik nanopartikiiller arasinda bir yapiya sahip
sistemlerdir. Orta zincirli gliseritler, fofolipidler, uzun zincirli yag asitlerinden
olugsmaktadir (Dabholkar ve ark., 2021). Yaklasik olarak 20-100 nm partikiil
blytikliigline sahiplerdir. Biyouyumlu ve biyolojik olarak parcgalanabilir, liretimi
kolay, kiiciik partikiil biyiikliigiine, yiiksek ilag enkapsiilasyon etkinligine
(hidrofobik veya amfifilik maddeler) ve uzun raf dmriine (18 aya kadar siirebilen)
sahip, ayn1 anda iki ya da daha fazla ilag yiiklenebilen sistemlerdir (Dabholkar ve
ark., 2021; Moura ve ark., 2020).
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Subaraknoid kanamanin neden oldugu vazospazm tedavisinde endike
nimodipinin oral biyoyararlamimi  %5-13 arasindadir. ilacin oral yoldan
biyoyararlanimini artirmak ¢ok yiiksek dozlar (360 mg/giin) gerektirmektedir. Arzu
edilen terapotik doza IV yol ile ulasilmak istenildiginde ise; aritmi, hipotansiyon,
bradikardi ve hatta 6liime varabilen yan etkiler ortaya ¢ikmakta hem de ticari 0.2
mg/ml nimodipin ¢dzeltisinin uygulanmasinin uzman saglik personeli ve ekipman
gerektirmesi, enjeksiyon ¢dzeltisinin diliisyonu sirasinda kristallenme goriilebilmesi,
icerdigi etanol dolayisiyla enjeksiyonun flebit, agri ve inflamasyona neden
olabilmesi ve yavas inflizyon gerektimesi dolayisiyla hastaya yeterli dozun
verilebilmesi i¢in uygulamanin 10 saat kadar siirebilmesi gibi pek c¢ok sorunla
karsilasilmaktadir. Bu sorunlar karsisinda IN uygulama bir ¢ikis yolu sunmaktadir.
Mohsen ve ark. (2020) ilaglarin beyne IN yolla verilmesinde heniiz yeterince
arastirma yapilmamig bir alan olan lipid nanokapsiilleri kullanarak bir g¢aligma
gercekletirmisler ve sonuglart IV nimodipin  ¢dzeltisi  uygulamas: ile
karsilastirmiglardir. IN nimodipin lipid nanokapsiiller olfaktor yol araciligiyla degil,
nazal membran ve KBB’den permeasyonu artirarak sistemik yolla beyne iletimi
saglamustir. /n vivo farmakokinetik ozelliklere gore, IV nimodipin uygulamasina

kiyasla %97 beyin hedefleme verimliligine ulasmislardir.

Sizofreni tedavisinde kullanilan asenapin ¢ok diisiik (<%2) oral biyoyararlanim
gostermektedir. Giinde 2 kez dozlama gerektiren dilalt1 kullanimi ise hem uygulama
sonrast yeme-igme kisitlamasi gerektirmekte hem de ekstrapiramidal yan etkilerin
yanm1 sira yaklasik %35 biyoyararlanim gdstermektedir. Asenapin maleatin
biyoyararlanimini artirmak ve yan etkileri azaltmak amaciyla nanoyapil lipid tastyici
sistemler ile intranazal yol araciligiyla beyne ulastirilmasi hedeflenmistir. Yapilan
calisma sonucunda intranazal uygulanan saf asenapine kiyasla intranazal uygulanan
asenapin yiiklii nanoyapili lipid tasiyicilar ile daha yiiksek Cpax ve AUC degerleri
elde edilmistir. Ayrica uzun stireli kullanimda antipsikotik etkilerde artig, yan

etkilerde ise azalma gozlenmistir (Singh ve ark., 2016).
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1.3.1.6.2.1. Kat1 lipid nanopartikiiller

Kati1 lipid nanopartikiiller, tek tabakali siirfaktanlarla kapli kat1 lipid
¢ekirdekten olusan kolloidal sistemlerdir (Formica ve ark., 2022). Uzun zincirli
trigliseritler, fosfolipidler, yag asitleri ve siirfaktanlardan olusmaktadirlar (Dabholkar
ve ark., 2021). Diisiik toksisite gostermeleri, beyin tarafindan hizla alinmalari,
biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir olmalari nedeniyle beyne hedeflemede
tercih edilirler (Van Woensel ve ark., 2013). Gelistirilmis ila¢ yiikleme kapasitesine
sahip, liretim ve sterilizasyon kolaylig1 sunan, ilacin stabilitesini artiran sistemlerdir.

Partikiil biiyiikligii 50-1000 nm araliginda degismektedir (Dabholkar ve ark., 2021).

1.3.1.6.3. Nanoemiilsiyonlar

Nanoemiilsiyonlar; su, yag, siirfaktan (ylizey aktif madde) ve kosiirfaktanlarin
karisimindan olusan, 20-200 nm boyut, yiliksek ¢oziicii kapasitesi ve miikemmel
termodinamik stabilite gibi ¢esitli avantajlara sahip sistemlerdir. Genellikle lipofilik
ilaglarin burundan beyne tasinmasinda kullanilmaktadirlar. Kiigiik parcacik boyutlari
sayesinde biyolojik membranlardan gecisi dolayisiyla biyoyararlanimi arttirmaktadir
(Xu ve ark., 2020). Ornegin; Hosny ve Hassan (2014) sakinavir mesilat i¢in IN
uygulama amaciyla nanoboyutta bir mikroemiilsiyon gelistirmis ve bdylece ilacin
ticari tablet formuna goOre biyoyararlanimimi 12 kattan fazla artirdiklarim
gostermiglerdir. Nanoemdiilsiyonlar hazirlanirken gerekli miktarda ilact ¢6zecek en az
miktarda yag kullanilmas1 hedeflenir. Ciinkii yag miktar1 arttikga, yagda ¢oziinmeyi
artirmak icin yiizey aktif madde konsantrasyonu da artirilacak, dolayisiyla toksisite
problemleri ortaya ¢ikacaktir. Siirfaktanlar ise nanoemiilsiyonlarin stabilizasyonunu
saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Yag ve su fazlar1 arasindaki arayiizey gerilimini
azaltip ¢Oziiniirliigii arttirir, etkin maddenin 1slanmasini saglar ve ¢okmesine engel
olmaktalardir.  Siirfaktanlarin  emiilsifikasyon  giiclini  artirmak  amaciyla
kostirfaktanlarin  kullannomi da yaygindir. Kosiirfaktanlar arayiizey akiskanligin
arttirirlar. Pandey ve ark. (2016) depresyon ve anksiyete tedavisinde kullanilan

paroksetinin yogun bir sekilde ilk geg¢is metabolizmasina ugramasi dolayisiyla zayif
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oral biyoyararlanim goéstermesi nedeniyle burundan beyne dogrudan ulagtirmak
amaciyla nanoemiilsiyon formiilasyonunu gelistirmeyi hedeflemislerdir. Bu amacla;
yag fazi olarak Capmul MCM (mono & di-gliserit - emiilgator), siirfaktan olarak
Solutol HS 15, kosiirfaktan olarak ise propilen glikol se¢mislerdir. Kontrol grubu,
depresif, oral paroksetin siispansiyonu uygulanan ve intranazal paroksetin
nanoemiilsiyonu uygulanan 4 fare grubu lizerinde gercgeklestirdikleri zorla yiizme,
tirmanma davranist ve hareketsizlik profili testlerinden elde edilen sonuglar,
intranazal yolla paroksetin nanoemiilsiyonu uygulamasi sonucunda 6énemli miktarda
ilacin beynin hipokampiis bolgesine ulastigini, presinaptik néronda serotonin geri

aliminin engellendigini ve davranislarda iyilesme oldugunu gostermis.

1.4. Depresyon

Diinya ¢apinda engelliligin 6nde gelen nedeni ve en yaygin goriilen mental
bozukluk olan depresyon, yasam kalitesi ve bilissel islevi olumsuz yonde etkileyip
mortalite/morbiditeyi artiran bir psikiyatrik hastaliktir (Kaur ve ark., 2015; Trevino
ve ark., 2020). ilgi kayb1, huzursuz uykular, iiziintii, diisiik ruh hali ve hatta intihar
diisiinceleri 1le karakterize, her yastan insan1 etkileyen yaygin bir ruhsal bozukluktur
(Sharma ve Dang, 2020; Vitorino ve ark., 2019). DSO’niin raporuna gore 2019°da
diinyadaki ergenlerin %14’ de dahil olmak iizere yaklagik 1 milyar insan ruhsal
bozukluk yasamaktadir. Sadece pandeminin ilk yilinda depresyon ve anksiyetenin
%25’ten fazla arttigini da goz Oniinde bulundurdugumuzda depresyonun saglik
hizmetleri iizerindeki yiikiiniin ne kadar biiyiik oldugunu gérmekteyiz (DSO, 2022;
Trevino ve ark., 2020). DSO sekizinci Genel Direktorii Dr. T. Adhanom
Ghebreyesus’un da ifade ettigi lizere; “Akil sagligina yapilan yatirnm herkes igin

daha 1yi bir yasam ve gelecege yapilan bir yatirimdir”.

Depresyon; diinyada en ¢ok yeti kaybina neden olan hastaliklar arasinda
dordiincii sirada yer almaktadir. Ayn1 zamanda depresyon iyi tedavi edilmezse baska
ruhsal hastaliklara, alkol ve madde kullanim sorunlarina da zemin hazirlamaktadir.

En koti tablo ise, intihara neden olabilmesidir. Her sene yaklasik 800.000 insan
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intihar sebebiyle 6lmektedir. 15-29 yas grubunun 6nde gelen 6liim nedenleri arasinda
ikinci sirada karsimiza g¢ikmaktadir. Ayrica, iyi tedavi edilmemis ve uzamis
depresyon kalp hastaliklar1 ve diyabet gibi bazi bedensel hastaliklara da zemin
hazirlamakta ve hastaliklarin seyrini kotiilestirip 6liim riskini bile arttirmaktadir
(DSO, 2017). Multipl Skleroz, epilepsi, Parkinson, Alzheimer gibi nérolojik
bozukluklarin biiyliik boliimiinde ruhsal durumdaki degisiklikler hastaligin klinik
tablosunun bir parcasidir. Depresyon, norolojik hastaliklardan once, hastalik ile
birlikte ya da norolojik hastalifin ardindan olmak {izere ii¢ farkli sekilde ortaya

cikarak hastaligin seyrini degistirmektedir.

Hastalik ile ilgili arastirmalar 20. yy’nin ikinci boliimiinde ileri derecede
artmistir. Bugiin depresyonun etiyolojisi heniiz biitiiniiyle ortaya ¢ikarilamamis olsa
da meydana gelme sebepleri genetik, cevresel, psikolojik, yasamsal olaylar, tibbi
durumlar (kanser, kronik Kkalp hastaliklari v.b) ve Dbiyolojik faktorlere
baglanmaktadir. Depresyonun meydana gelme nedenleri genetik goriisler ve
biyolojik goriisler olarak temelde iki bashk altinda toplanabilmektedir (Balcioglu,
1999; Yemez ve Alptekin, 1998).

Depresyonun biyolojik etiyolojisi ile ilgili ilk teori 1970’lerde gelistirilen
monoamin hipotezidir. Bu hipotez depresyonun {ic monoamin ndrotransmitterinin
(noradrenalin, dopamin ve serotonin) yetersizliginden kaynaklandigini
gostermektedir. Monoamin hipotezi, bu i¢ biyojenik aminin bir veya daha
fazlasindaki eksikligin ve dolayisiyla bunlarin islevlerinin azaltilmas: veya bu
resOpterlerin sayisindaki ve duyarlilifindaki artisin depresyonunun etyopatogenezini
olusturdugu fikrini savunmaktadir. Hipotez sirasinda depresyonun tedavisinde
kullanilan antidepresanlar bu ndrotransmitterleri giiclendiren farmakolojik etkilere
sahiptir (Belmaker ve Agam, 2008; Kaur ve ark., 2015; Kessler ve ark., 2005;
Sharma ve Dang, 2020). Gama-aminobiitirik asit ve glutamat sistemleri gibi bazi
norotransmitter sistemlerdeki degisiklikler de depresyonu olan bireylerde raporlanan
faktorler arasindadir (Sharma ve Dang, 2020). Ikinci hipotez; ise beyinde
duygudurum ile ilgili yapilardaki fonksiyonel ve yapisal degisiklikler ile ilgilidir.

Depresyonlu bireylerde hipokamsal hacim azalmasi, hipotalamik-hipofiz adrenal
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ekseninin (HPA) bozulmasi gibi faktorler rol oynamaktadir (Rothschild, 1993).
Ugiincii hipotez; ise norotrofin hipotezidir. Hipokampiis ve prefrontal korteks gibi
yapilarda beyin kokenli norotrofik faktoriin (BDNF) azalmasi ve glutamat miktarinin
artmasi sirastyla norogenezin azalmasina ve eksitotoksisitenin artmasina yol acgarak
depresyona sebep olmaktadir. En son ileri siiriilen hipotezlerden biri de imflamatuar
ve oksidatif stres hipotezidir. Bu hipoteze gore depresyonlu hastalarda periferik
kanda ve MSS’de artmis olan sitokinlerin, duygu durum ile ilgili yapilardan
noroendokrin fonksiyonlar1 ve noroplastitiyi etkileyerek depresyona yol agtigi ileri
stiriilmektedir (Tadayonnejad ve Ajilore, 2014). Asir1 glutamat uyarimina maruz
kalan iyonotropik NMDA (N-metil-D-aspartik asit) reseptorlerinin hiicre 6liimiine
neden oldugu ileri siiriilmektedir. Bu durum sadece depresyon degil diger pek ¢ok

norodejeneratif rahatsizligin da patogenezinde yatmaktadir (Yiksel, 2007).

Antidepresan molekiillerin genel ¢alisma prensibi sinapslarda nérotransmitter
maddelerin aksonlar tarafindan geri emilimini engellemektir. Geri emilimi 6nlenen
norotrasnmitterler hiicre disinda kalmaya devam etmektedir. Uretimin az oldugu siire
boyunca sinapslarda geri emilimin durdurulmasi kisinin kendini iyi hissetmesini

saglamaktadir.

Tedavinin temellerini, sinapslardaki monoaminlerin konsantrasyonlarini
arttirmak  olusturmaktadir. Antidepresan tedavilerinin ¢ogu “norepinefrin”,
“serotonin” ve “dopamin”in sinapslarda bulunan miktarinin ayarlanmasini
amaglamaktadir. Gilinlimiizde tedavide kullanilan ilaglarin biiyiikk bir kismi bu
norotransmitterlerin miktarlarinin ayarlanmasi baz alinarak olusturulmustur. Ancak
tedavilerin - monoamin hipotezine dayanilarak gergeklestirilmesi  depresyon
belirtilerinin tamamin1 sagaltmaya yetmediginden, Yyeni alternatif sistemlerin

gelistirilmesine ihtiya¢ duyuldugu goriilmiistiir.

Antidepresan ilaclar1 asagida gosterildigi gibi siniflandirabiliriz:

1. Dopamin ve norepinefrin geri alim inhibitorleri (NDRI)
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2. Lityum

3. Siklik veya Trisiklik antidepresanlar (TCA)

4. Selektif serotonin geri alim inhibitérleri (SSRI)

5. Monoamin oksidaz inhibitorleri (MAOI)

6. Selektif norepinefrin ve serotonin geri alim inhibitorleri (SNRI)

7. Melatonin agonistleri olarak siniflandirilabilir.

Yukarida belirtilen antidepresan siniflarindan, SSRI'lar, digerlerine gore tolere
edilebilirlikleri nedeniyle en c¢ok tercih edilenlerdir. Dahasi, kontrolli SSRI
calismalari, hastalarin intihar egilimini siddetlendirmedigini gostermistir (Hasgigcek

ve ark., 2014; Sengel-Tiirk ve ark., 2017).

Antidepresan ilaclarla etkin bir tedavi saglama, etki bolgesi olan beyinde uzun
bir siire boyunca yeterli konsatrasyonda bulunmalarina baglidir. KBB’nin varlig1 oral
ve IV uygulamalarla antidepresanlarin beyne ulagmasini 6énemli dl¢iide kisitlamakta
ve tedavinin yetersiz kalmasina neden olmaktadir. Intranazal ila¢ uygulamas: ile
burundan beyne dogrudan hedefleme yapilarak hem gerekli doz miktar1 ve
dolayisiyla yan etkiler azaltilmakta hem de hedef bolgedeki ila¢ konsantrasyonu
artirilmaktadir (Alam ve ark., 2014; Kaur ve ark., 2015; Vitorino ve ark., 2019).
Partikiil boyutu 10-300 nm araliginda olan ¢esitli nanotasiyicilar burundan beyne
antidepresan ilaglarin verilmesi amaciyla tasarlanmis ve c¢ok sayida hayvan
calismalariyla intranazal olarak verilen nanosistemlerin konvansiyonel sistemlerle
karsilagtirildiginda beyne gegis miktarinin ve terapotik etkinliginin arttifi, sistemik

yan etkilerin azaldig1 gosterilmistir (Vitorino ve ark., 2019).

Yakin zamanda bu alanda yapilan bir ¢alisma sonug vermis ve Spravato” isimli
ilag FDA tarafindan onaylanarak depresyon tedavisine intranazal olarak kontrollii bir

sekilde kullanima sunulmustur.
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Spravato®, S-ketamin igermektedir ve depresyonda kullanilan FDA onayl ilk
IN farmasétik iiriin olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Mart 2019). Oral yolla alman bir
antidepresanla birlikte, tedaviye direngli depresyonu olan yetiskinlerde ve intihar
diisiinceleri veya eylemleri olan major depresif bozuklugu olan yetiskinlerdeki
depresif belirtilerde kullanilmaktadir. Bu ilag yan etkileri ve suistimal edilebilme
problemleri nedeniyle yalmzca SPRAVATO® REMS Programi’nda onaylanan saghk
kuruluslarinda uygulanabilmektedir. Saglik uzmani tarafindan ne zaman, hangi
dozda alinacag ve cihazin kullanim sekli tarif edilmektedir. Ila¢ kullanildiktan sonra
hastanin saglik kurulusundan ne zaman ayrilacagina bir saglik uzmani karar
vermektedir. Bulant1 ve kusmaya neden olabilecegi i¢in en az 2 saat dncesinde yeme,
en az 30 dakika Oncesinde de igme kesilmelidir. Nazal dekonjestan veya
kortikosteroid kullaniliyorsa, bu ilaglar Spravato® alinmadan en az 1 saat dnce

kullanilmalidir (Gida ve Ilag Idaresi, 2022; Spravato, 2022).

1.5. Etkin Madde Hakkinda Bilgiler

Tez c¢alismamizda model bir etkin madde olarak paroksetin hidrokloriir
secilmistir. FDA tarafindan yetiskinlerde major depresyon, sosyal anksiyete, panik
atak, obsesif-kompulsif bozukluk ve jeneralize anksiyete bozuklugu tedavisinde
endike olarak onaylanmis bir etkin maddedir (RxMediaPharma, 2022). Paroksetin,
fenilpiperidin yapisinda olan segici bir 5-hidroksitriptamin serotonin (5-HT) geri
alim inhibitorii grubundan bir antidepresan molekiildiir. Son derece segici ve giiclii
bir noronal serotonin geri alim inhibitoriidiir. Serotonin geri alim potensi;
venlafaksinden 190, fluoksetinden 23, klomipraminden 6,7, sertralinden 6,6,
fluvoksaminden 5,6, sitalopramdan 2,3 kat daha giiclii olan paroksetin
antidepresanlar i¢inde serotonin geri alim potensi agisindan en giiglii etkin maddedir.
Ayrica muskarinik al, a2, B-adrenerjik, 5-HT1, 5-HT2, dopamin (D2) ve histamin
(H1) reseptorlerine diisiik afiniteye sahiptir. Paroksetin, goriiniiste bir ndronal
membranda bir serotoninin geri alimini engeller ve bir ndrotransmiter {iretimini
azaltarak serotonerjik noro-iletimi artirir. Sinaptik reseptor iizerindeki etkinligini bu

sekilde arttirir ve merkezi sinir sisteminde, 5-HT'yi ylikseltir. Norepinefrin
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tizerindeki etkisi diisiik olmakla beraber doz arttikca etkisi de artmaktadir. Serotonin
geri alimi tzerindeki etkisi doza bagimlidir. SSRI’lerin uzun siireli kullanimi
serotonerjik noronlarda zamanla terminal 1B/1D ve somatodendritik 1A
reseptorlerinde asag1 regiile edilmeye ve dolayisiyla duyarsizlasmaya neden
olmaktadir (RxMediaPharma, 2022; Thakkar ve ark., 2021; Yiksel, 2007).
Paroksetinde de bu inhibisyonlar gozlenirken; cogu antidepresanin aksine uzun siireli
kullanimlarda paroksetin B reseptorlerde say1r azalmasmna ve duyarsizlia neden
olmaz. Psikoz, panik atak, obsesyon, varsani ile 5-HT, reseptorleri arasinda baglanti
vardir. Depresyonu olan vakalarda sabahlari verilen paroksetinin yavas dalga
uykusunu artirabildigi gorilmiistiir. Uykuya dalma siiresini de kisaltmaktadir.
Kardiyovaskiiler etkileri klinik kullanim dozlarinda trisiklik antidepresanlardan
belirgin olarak az olmakla birlikte kinidin benzeri etki gostermektedir. Depresyonu
olan hastalarda yiliksek miktarda bulunan P maddesi diizeyini de azaltmaktadir
(Yiksel, 2007). Diger tim SSRI’ler gibi paroksetin de TCA’lardan daha az
kardiyovaskiiler, antikolinerjik ve sedatif etki gostermektedir (RxMediaPharma,
2022).

Monoamin oksidaz inhibitorleri ve lityumla kombinasyonu sonucunda
serotonin sendromu gelisebilir. Bu nedenle kombinasyon halinde kullanilmamalidir.
Bir antidepresan ilag siifindan digerine gegilecegi zaman arada en az iki hafta ara

verilmelidir (Yiiksel, 2007).

Paroksetin hidrokloriir i¢eren iilkemizde bulunan ticari preparatlar; Paxera film

tablet 10-20-30-40 mg, Paxil film tablet 20 mg, Xetanor film tablet 20-30 mg’dr.
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1.5.1. Fizikokimyasal Ozellikler

(xm

Sekil 1.7. Paroksetin hidrokloriiriin yapisal formiilii (PubChem, 2022).

Ada: Paroksetin hidrokloriir

IUPAC Adr: (3S,4R)-3-(1,3-benzodioxol-5-yloxymethyl)-4-(4-
fluorophenyl)piperidine;hydrochloride

Molekiil Formiilii: C19H,1CIFNO3

Molekiil Agirhigr: 365,8 g/mol

Sekil 1.7°de yapisal formiilii verilen paroksetin hidrokloriir kokusuz, beyaz
veya neredeyse beyaz, kristal bir tozdur. Susuz formu higroskopiktir. Suda ¢ok az,
metilen kloriir ve etanolde (%96) eser miktarda, metanolde kolayca ¢oziiniir. Farkl
ortamlardaki ¢oziiniirlik degerleri Cizelge 1.3’te verilmistir. Partisyon katsayisi
(logP) 3,95. Polimorfizm ve psddopolimorfizm nedeniyle farkli erime dereceleri
raporlanmistir. Paroksetin hidrokloriir i¢in erime derecesi The Merck Index’te 129-
131°C, Remington’da ise 120-134°C olarak verilmektedir. 235-295 nm arasinda Amax
vermektedir (Germann ve ark., 2013; RxMediaPharma, 2022). Lipofilik amin yapida
bir molekiildiir (Germann ve ark., 2013; Yiksel, 2007). Yiiksek nem (14 giin
boyunca 40°C/%75 bagil nem), termal stres (14 giin boyunca 40, 50, 60, 70 ve 80°C)
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ve 1513a maruziyet (16 saat boyunca 750 W/m? yogunlukla 310-800 nm, yaklasik 2.4
milyon liikks saat) gibi stres kosullar1 altinda herhangi bir bozunma iirlini

tiretmemektedir (Germann ve ark., 2013). Formal yiikii sifirdir (PubChem, 2022).

Cizelge 1.3. Paroksetin hidrokloriiriin farkli ortamlardaki ¢6ziiniirliigiine ait bilgiler (Germann ve ark.,
2013).

Ortam* ilk pH Son pH Coziiniirlik (mg/mL)
Su - 7.1 7.11
0.1 N HCI 1.2 7.2 1.35
0.01 N HCI 2.1 1.7 5.11
SGF 1.2 1.3 131
pH 2.5 tampon 25 2.1 7.52
pH 3.5 tampon 3.5 31 7.87
pH 4.5 tampon 45 4.0 7.88
pH 5.5 tampon 5.5 44 6.72
pH 6.0 tampon 6.0 4.8 5.79
pH 6.8 tampon 6.8 6.3 217
pH 7.2 tampon 7.2 6.9 1.71
pH 7.5 tampon 7.5 7.2 1.47

*Tamponlu ¢ozeltilerin pH's1, belirtilen pH okumasini elde etmek igin fosforik asit veya potasyum hidroksit
¢ozeltisi ile ayarlandi. SGF: temsili mide sivisi

1.5.2. Farmakokinetik Ozellikler

Paroksetin saf enantiyomer oldugu icin farmakokinetigi diger bazi
antidepresanlara gore daha tekdiizedir. Karacigerde yiiksek oranda ilk gegis
eliminasyonuna ugramaktadir. Viicut yineleyen uygulamalar ile daha fazla yiike
maruz kaldik¢a ilk gecis metabolizmasi etkisi doygunluga ulasmaktadir. Yarilanma
omrii 9-30 saat arasinda degismekle birlikte yaklasik 24 saattir. Bireysel faktorler
etkisiyle yarilanma 6mrii 7-65 saat araliginda degismektedir. Plazmada kararlt durum
konsantrasyonuna konvansiyonel ve enterik kapli formiilasyonlariyla tedavi
baslangicindan itibaren 7.-14. giinde ulasilmaktadir. Ancak etkinin baglamasi 1-4
haftalik tedavi ile miimkiin olmaktadir. Bireyler arasinda olduk¢a degiskenlik
gostererek 3,1-28,0 L/kg arasinda genis bir dagilim hacmine sahiptir. Viicuttaki
paroksetinin yalnizca %1°’1 sistemik dolasimda bulunur. Plazmada terapotik
konsantrasyonlarda bulunan paroksetinin %93-95’i plazma proteinlerine bagh

haldedir. Plazma konsantrasyonuyla, terapétik etki arasinda bir bag bulunmamistir.
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Metabolitlerinin kayda deger bir farmakolojik aktivitesi yoktur. Dozun yaklasik
%62’si bobreklerden c¢ogunlukla da metabolitleri olarak viicuttan atilmaktadir.
Idrarla degismemis halde atilan paroksetin orani yaklasik olarak %2’dir. Dozun
%36’s1 ise fecesle atilmaktadir ve bunun neredeyse tamamini safradan gelen
metabolitler olusturmaktadir. Yani eliminasyonun neredeyse tamami metabolizma ile
olur. Metabolitlerin eliminasyonu bifaziktir. Farmakokinetik parametreleri sabit
degildir ve nonlineer kinetik gosterir. Tek dozda %350’nin altinda biyoyararlanim
gozlenmektedir. Tekrarlanan uygulamalarda bu oranda artis gézlenmektedir
(Germann ve ark., 2013; RxMediaPharma, 2022; Yiiksel, 2007). Plazma yar1 émrii
yaklasik 21 saattir, ancak CYP2D6 yoluyla major hepatik metabolizmasi nedeniyle
diisiik oral biyoyararlanima (% 50 veya daha az) sahiptir. Paroksetinin oral dozu
ginde bir kez 10-60 mg'dir (Thakkar ve ark., 2021). 20 ve 40 mg/giin
konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda 20 mg/glin optimal olarak degerlendirilmistir
(Yiiksel, 2007). Paroksetinin maksimum dozu ise; yetiskinlerde hemen salimli
formiilasyonlarda 60 mg/giin, kontrollii salim formiilasyonlarda 75 mg/giin olarak

belirlenmistir (RxMediaPharma, 2022).

[lacin hepatik metabolizmasini1 baypas etmek ve biyoyararlanimi artirmak icin
alternatif bir ilag verme sistemine ihtiya¢c duyulmaktadir. Merkezi olarak etki eden
ilaglar icin, agizdan biyoyararlanimdaki salt artis yeterli degildir. ilag kan beyin
bariyerini gecemedigi i¢in merkezi sinir sistemine ulagamazsa farmakolojik etki elde
edilemez. Karacigerden ilk ge¢is etkisi paranteral, transdermal ve nazal yol gibi
alternatif bir yolla uygulanmasi ile asilabilir. Merkezi etkili bir ilag olan paroksetin,
intranazal yolla verilmeye uygun ajanlar arasinda siniflandirilmaktadir (Pandey ve

ark., 2015; Sharma ve Dang, 2020; Yiiksel, 2007).

Tez ¢alismamizda diinya genelinde engelliligin nde gelen nedenlerinden biri
olan depresyon tedavisinde kullanilmak {izere burundan beyne ulastirmak igin
paroksetin  hidrokloriir yiiklii nanopartikiiler formiilasyonlarin tasarlanmasi

amaclanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Deneylerde Kullamlan Cihazlar ve Malzemeler

Calkalayici inkiibator

Coklu manyetik karigtirict

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)

Dikey akimli hava kabini

Diyaliz membran (12000-14000 Da)

Etiiv
Filtre kagidi (Whatman 42)

Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

Hassas terazi

Hiicre kiiltiirii plaklari (alt1 kuyulu)
Liyofilizator

Mikropipet

Mikroplaka okuyucu

Partikiil boyutu ve zeta potansiyel 6l¢iim cihazi

pH - metre
Rotaevaporator
Santrifiij

Sogutmalr santrifiij cihazi

Tekstiir Analiz cihazi

Transwell insert

Ultrasonik su banyosu
Ultrasonik prob

Jeio Tech SI-300

Daihan Scientific MS-MP8
Shimadzu DSC 60
Thermo-Electron
Sigma-Aldrich

Heraeus

Whatman

FEI Tecnai, G Spirit Biotwin
Mettler Toledo

Costar®, Corning

Zirbus, VaCo 5

Boeco, Eppendorf

Biotek

Malvern Zetasizer Nano-ZS
Mettler Toledo

Biichi R II

IEC Centra

Sigma Laboratory Centrifuge 3-
30KS

Stable Micro Systems TA.XT.plus
Texture Analyser

Corning

Jeio Tech SI-300

Bandelin Sonopuls HD 2070
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UV-Goriiniir Spektrofotometre

Vorteks

Cam malzemeler (en alta yaz)

ThermoFisher Scientific Evolution
201
IKA® VORTEX 4 digital

Hazer, Isolab

2.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetik asit
Diklorometan

Disodyum hidrojen fosfat

Diisiik molekiil agirlikli (DMA) kitosan

Etanol %96

Fosfat salin tamponu (PBS)
Fotal Sigir Serumu (FBS)
Hidroklorik asit

L-glutamin

Lesitin

Miisin

Paroksetin hidrokloriir
Penisilin/Streptomisin
Poli(laktik-ko-glikolik asit)
(M.A.:40000-75000 Da, 50:50)
Polivinil alkol

Rodamin B

RPMI 1640 hiicre kiiltiirii biiylime ortami1

Sodyum dihidrojen fosfat
Sodyum hidroksit
Sodyum kloriir

Tween 80

Yiiksek molekiil agirlikli (YMA) kitosan

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
J.T.Baker
Sigma-Aldrich
Lonza
Sigma-Aldrich
Biochrom
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Ali Raif ilag
Biochrom
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma

Biological Industries
Merck
Sigma-Aldrich
Molchem
Sigma-Aldrich
Fluka
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2.2. Yontem

2.2.1. Nanopartikiillerin Uretimi ve Analizlerde Kullamilacak Tampon

Cozeltinin Hazirlanisi

Fosfat Tamponu pH 6,4 (Phosphate Buffer Solution, PBS 6,4, EP 6.0)

Disodyum hidrojen fosfat R..................... 25¢g
Sodyum dihidrojen fosfat R..................... 25¢g
Sodyum kloriir R...............oooia 82¢g
Artilmig Su.........eeeinnn, YoM, 1000 mL

Yukarida verilen formiilasyonda yer alan maddeler belirtilen miktarlarda
tartilip bir balon icerisinde yaklasik 950 mL aritilmis suda ¢oziiliip ardindan aritilmis
su ile 1000 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢6zeltinin pH’s1 6l¢iilip pH 6,4’ten
farkli bulunursa 1M sodyum hidroksit ya da 1M hidroklorik asit ile pH 6,4’¢

ayarlanmugtir.

2.2.2. Paroksetin Hidrokloriiriin Ultraviyole (UV) Spektrumunun

AliInmasi

Etkin maddemiz olan paroksetin hidrokloriiriin saf su ve pH 6,4 fosfat tamponu
igerisinde bilinen konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin 200 -
400 nm dalga boyu araliginda UV spektrumlari alinarak maksimum absorbans

gosterdigi dalga boyu (Amax) degeri saptanmustir. Olgiim 3 kez tekrar edilmistir.

2.2.3. Paroksetin Hidrokloriir Kalibrasyon Denkleminin Belirlenmesi

Paroksetin hidrokloriiriin kalibrasyon dogru ve denklemlerinin belirlenebilmesi

amaciyla, ilk olarak saf su ve pH 6,4 fosfat tamponu igerisinde 20 mg/ 200 mL
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konsantrasyonda (100 upg/mL) stok ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Ardindan stok
¢ozeltiler iizerinde planlanan seyreltmeler yapilarak 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90
ug/mL konsantrasyonlarda bir seri ¢ozelti elde edilmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin
absorbanslar1 Boliim 2.2.2.°’de tayin edilen Amax degerinde okunarak kaydedilmistir.
Her konsantrasyon i¢in 6l¢timler 3 kez tekrarlanarak ortalamasi alinmistir. Belirlenen
tiim konsantrasyonlar ve onlarin her birine karsilik gelen absorbans degerleri grafige
gecirilmistir. Kalibrasyon dogru denklemleri en kiigiik kareler yontemi ile

belirlenmis ve ¢alismalarin devaminda bu denklemler kullanilmistir.

2.2.4. Paroksetin Hidrokloriir i¢cin Analitik Validasyon Calismalari

Analitik yontem validasyonu, bir analitik yontemin tasarlanan uygulama amaci
dogrultusunda uygunlugunu, tekrarlanabilirligini ve giivenilirligini dogrulamak
amaciyla yapilmaktadir. Tez caligmamizda kullandigimiz etkin maddenin hem
hazirlanan gesitli formiilasyonlarin i¢indeki hem de yiiriitiilen in vitro ¢éziinme hizi
deneylerinde ¢6ziinme ortaminda bulunan miktarinin belirlenmesi i¢in se¢ilen analiz
yonteminin validasyonu ICH Q2(R1) (2005) kilavuzundaki asagida yer alan

parametreler dogrultusunda yapilmistir.
e Dogrusallik ve araligi
e Dogruluk ve geri elde
o Kaesinlik

e Secicilik (Ozgiinliik)

e Teshis ve tayin siurlari
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2.2.4.1. Dogrusallik ve Arahg:

Analitik bir prosediiriin dogrusalligi, belirli bir aralik igerisinde, analizi
yapilacak bir numunedeki analitin konsantrasyonu (miktar1) ile elde edilen test

sonuglar1 arasinda dogru orantt olmasidir (ICH Q2(R1)).

Paroksetin hidrokloriiriin saf su ve pH 6,4 fosfat tamponu icerisinde ayr1 ayri
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 pg/mL olacak sekilde 9 ar farkli konsantrasyonda
cozeltileri hazirlanip Olgiimler yapilmistir. Konsantrasyona karsi elde edilen

absorbans degerleri grafige gegirilmistir.

2.2.4.2. Dogruluk ve Geri Elde

Analitik bir prosediiriin dogrulugu, segilen prosediir ile o prosediirden elde
edilen verilerin gercek/teorik verilere yakinligidir. Yiizde geri elde degerleri ile ifade
edilmektedir. En az iicer kez, li¢ farkli konsantrasyonda numuneler hazirlanarak
bunlarin % geri elde (% GE) degerlerinin ortalamast alinir. Dogruluk, bu
ortalamalarin bagil standart sapma (BSS), % bagil standart sapma (% BSS) ve
standart sapma (SS) degerleri ile ifade edilir (ICH Q2(R1)).

Paroksetin hidrokloriiriin saf su ve pH 6,4 fosfat tamponu icerisinde 10, 50 ve
90 pg/mL konsantrasyonlarda 3 farkli ¢ozeltisi hazirlanip UV spektofotometrede
6’sar defa okunmustur. Okunan degerlerin kalibrasyon denklemlerinde yerine
konulmasiyla % geri elde verileri bulunmustur. Ortalama, % geri elde, bagil standart

sapma, % bagil standart sapma Ve standart sapma degerleri hesaplanmistir.
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2.2.4.3. Kesinlik

Analitik bir prosediiriin kesinligi, belirlenen kosullar altinda ayni homojen
stoktan alinan ¢oklu Orneklerin 6l¢lim sonuglarinin birbirine yakinhigiyla ilgilidir.
Kesinlik; ara kesinlik, tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik parametreleri ile
degerlendirilir. Kesinlik genellikle bir dizi 6l¢limiin varyansi, standart sapma ve
varyasyon katsayisi olarak ifade edilir (ICH Q2(R1)).

2.2.4.3.1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik; kisa bir zaman araliginda, ayni kisi tarafindan, ayni kosullar

altinda yapilan 6l¢timlerin kesinligini ifade etmektedir (ICH Q2(R1)).

Paroksetin hidrokloriiriin 10, 50 ve 90 pg/mL olarak secilen 3 farkli
konsantrasyonu kullanilarak olgtimler 3 tekrarli sekilde yapilmistir. Hesaplanan
konsantrasyon degerlerinin ortalama, bagil standart sapma, % bagil standart sapma

ve standart sapma degerleri bulunmustur.

2.2.4.3.2. Ara Kesinlik

Ara kesinlik; degisik giinler, degisik insanlar ve degisik ekipman gibi

laboratuvar i¢i varyasyonlarin incelenmesini ifade etmektedir (ICH Q2(R1)).

3 farkli giinde 10, 50 ve 90 pg/mL konsantrasyonlarda olgiimler yapilarak
absorbans degerlerinin karsilik geldigi konsantrasyonlar hesaplanmis ve ortalama,

bagil standart sapma, % bagil standart sapma ve standart sapma verileri bulunmustur.
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2.2.4.3.3. Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik, caligmalarin yiiriitiildigii laboratuarlar arasindaki
kesinligi ifade etmektedir (igbirligiyle yapilan ¢alismalar, ¢ogunlukla metodolojinin

standardize edilmesi i¢in uygulanmaktadir) (ICH Q2(R1)).

2.2.4.4. Secicilik (Ozgiinliik)

Secicilik, analizi yapilacak maddenin matris, safsizliklar ve caligmada
kullanilan diger maddelerden ayirt edilebilme yetenegi olarak tanimlanmaktadir.
(ICH Q2(R1)) Kullanilan etkin madde pikinin diger maddelerin pikleri ile etkilesip

etkilesmedigi kontrol edilmistir.

2.2.4.5. Teshis ve Tayin Smirlarn

Teshis smir1 (Limit of Detection, LOD), bir numune igerisinde etkin maddenin
teshis edilebilen fakat kantitatif olarak kesin bir deger ile belirlenmeye gerek
duyulmayan en diisiik miktaridir. Tayin sinir1 (Limit of Quantification, LOQ) ise, bir
numunedeki etkin maddenin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlik ile nicel olarak

tayin edilebilen en diisiik miktaridir. Asagida verilen esitlikler ile hesaplanmaktadir.

LOD=33x(°/g)

LOQ=10x("/g)

o : Regresyon dogrusunun y eksenini kestigi noktanin standart sapmasi

S : Kalibrasyon dogrusunun egimi

Paroksetin hidrokloriiriin saf su ve pH 6,4 fosfat tamponu igerisinde 9 farkli

konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmig ve 3 paralel seklinde analiz edilerek
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kalibrasyon denklemleri bulunmustur. Bu kalibrasyon denklemlerinden yukarida

verilen esitlikler yardimiyla LOD ve LOQ miktarlar1 hesaplanmaistir.

2.2.5. Paroksetin Hidrokloriiriin Diferansiyel Taramal Kalorimetre ile

Analizi

Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) yontemi, maddelerin molekiil
yapisinin, termodinamik  Ozelliklerinin  ve  stabilitesinin  belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Paroksetin hidrokloriiriin termal davranisinin belirlenmesi amaciyla
DSC analizi gerceklestirilmistir. Analiz i¢in standart aliiminyum 6rnek kaplarina
hassas terazi ile tam tartim yapilarak numune hazirlanmis ve 5-300 °C arasinda 10

°C/dakika sicaklik artisi ile termal analiz gerceklestirilmistir.

2.2.6. Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Bu proje kapsaminda; model etkin madde olarak secilen selektif seratonin
gerialim inhibitorii olan paroksetin hidrokloriirii burundan direkt beyne ulagtirmak,
hem de hedef bolgeye ulasana kadar etkin maddeyi korumak, partikiiler sistemin
nazal mukozada kalis siiresini uzatmak ve mukozadan gegisini artirmayi hedefleyen
nanopartikiiler sistemlerin tasarimi gerceklestirilmistir. Bu amacgla paroksetin
hidrokloriir yiikli lipit-kitosan bazli ve PLGA bazli (PLGA, lipit kapli PLGA ve
kitosan ile lipit kapli PLGA) nanopartikiil formiilasyonlar1 gelistirilmistir.

2.2.6.1. Kitosan Bazh Nanopartikiil Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Calismamizda, lipit-kitosan bazli nanopartikiil formiilasyonlarinin iiretiminde
literatlirlerde belirtilen iyonik jellesme yontemi kullanilmistir (Sonvico ve ark.,
2006). Lipit bazli nanopartikiiler sistemler biyolojik bariyerler boyunca gelismis
gecirgenlik saglamasi gibi stiinliikleri nedeniyle tercih edilmistir (Saini ve ark.,

2021). Uretim sirasinda nanopartikiiller biyouyumlu, mukoadhezif, biyoaktif ve non-
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toksik olmasi sebebiyle sikg¢a tercih edilen dogal bir polimer olan Kkitosan

kullanilmistir.

Son yillarda, pozitif yiikli kitosan ile negatif yiikli lesitin (fosfolipitler)
arasindaki elektrostatik etkilesimler yoluyla elde edilen lesitin bazli kitosan
nanopartikiiller, hidrofilik ve hidrofobik molekiiller icin basarili ilag¢ tastyici
sistemler olarak tanimlandigi i¢in lipid bazli nanopartikiiller hazirlanmistir (Valencia
ve ark., 2021b).

Calismamizda, 25 mg lesitin tartiip 1 mL %96 etanolde ¢Oziilmiistiir (25
mg/mL) (manyetik karigtirici lizerinde). 500 mg diisiik molekil agirlikli (DMA)
kitosan tartilip 100 mL %1 asetik asit igerisinde bir gece boyunca manyetik
karistiricr tizerinde karistirilarak ¢oziilmiistiir (5 mg/mL). Ertesi sabah kullanima
hazir hale getirmek icin siliziilmiistiir. Hazirlanan 5 mg/mL derisimindeki DMA
kitosan ¢ozeltisinden 0,25 mL alinarak saf su ile 11,5 mL’ye tamamlanmigtir. Belirli
miktarda tartilan paroksetin hidrokloriir ilk olarak DMA Kitosan ¢ozeltisi igerisinde
¢cOziilmiistiir. Manyetik karistirici iizerinde karistirma islemi devam ederken
paroksetin hidrokloriir igeren DMA Kitosan c¢ozeltisi tizerine insiilin enjektori
yardimiyla lesitin ¢ozeltisi damla damla ilave edilir ve agz1 parafilmle kapatilarak
1000 rpm’de 30 dakika karistirilmistir. Ardindan nanopartikiil dispersiyonu 25°C,
26000 rpm’de 60 dk santrifiijlenerek nanopartikiillerin ¢okmesi saglanmigtir. Elde
edilen nanopartikiiller slipernatandan ayrilmis ve saf su iginde disperse edilmistir.
Ayni islem bir kez de paroksetin hidrokloriir, DMA Kitosan ¢o6zeltisi yerine, lesitin
cozeltisinde ¢oziilerek gergeklestirilmistir. Boylece hangi yontemin daha iyi sonug
verdigi tespit edilmistir. Paroksetin yiiklii kitosan-lesitin nanopartikiillerin tliretim

semas1 Sekil 2.1°de ve iiretim goriintiileri Sekil 2.2°de verilmistir.

Uretim  parametrelerinin  hazirlanan  nanopartikiil ~ formiilasyonlarinin
fizikokimyasal 6zellikleri lizerine etkisini inclemek amaciyla etkin madde miktari,
lesitin:kitosan (L:K) orani, DMA kitosan c¢ozeltisi iizerine ilave edilen ¢ozelti
bilesimi ve pH degeri degistirilmistir. Uretilen formiilasyonlara ait bilgiler asagidaki

Cizelge 2.1. — Cizelge 2.4’te sunulmustur.
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Paroksetin damla damla
Lesitin cozeltisi

DMA kitosan ¢ozeltisi

LA

oo —_—
Santrifiij

103)%dk 25°C, 60 dk

L 26000 tpm

Sekil 2.1. Paroksetin yiiklii kitosan-lesitin nanopartikiillerin iiretim semast.

Sekil 2.2. Paroksetin yiiklii kitosan-lesitin nanopartikiillerin tiretimi.

Cizelge 2.1. Farkli miktarda paroksetin hidrokloriir (PRX) ile hazirlanan nanopartikiil

formiilasyonlart.
Kod | PRX miktar1 (mg) | L:K oram | pH DMA kitosan ¢ozeltisi iizerine ilave edilen ortam
F1 5,0 20:1 3,82 Saf su
F2 5,0 20:1 3,82 Saf su
F3 2,0 20:1 3,82 Saf su
F8 1,0 20:1 3,82 Saf su
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Cizelge 2.2. Farkli L:K orani ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlart.

Kod | PRX miktar1 (mg) | L:K oram pH DMA kitosan ¢ozeltisi iizerine ilave edilen ortam
F3 2,0 20:1 3,82 Saf su
F4 2,0 40:1 3,82 Saf su
F5 2,0 10:1 3,82 Saf su
F12 | 2,0 5:1 3,82 Saf su

Cizelge 2.3. Farkli DMA kitosan ¢ozeltisi ilizerine ilave edilen ortam ile hazirlanan nanopartikiil

formiilasyonlart.
Kod | PRX miktari (mg) L:K oram pH DMA kitosan ¢ozeltisi iizerine ilave edilen ortam
F6 2,0 20:1 6,37 pH 6,4 PBS
F7 2,0 20:1 6,34 Saf su

Cizelge 2.4. Farkli pH’da hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlari.

Kod | PRX miktar1 (mg) | L:K oram | pH DMA kitosan gozeltisi iizerine ilave edilen ortam
F9 1,0 20:1 6,42 pH 6,4 PBS
F10 | 1,0 20:1 7,49 pH 6,4 PBS
F11 | 1,0 20:1 5,42 pH 6,4 PBS

2.2.6.2. PLGA Bazh Nanopartikiil Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Caligmamizda Kitosan-lipit bazli naopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasina
yonelik ¢ok sayida g¢alisma yapilmistir. Yapilan ¢aligsmalar sonucunda paroksetin
hidrokloriir i¢in hedeflenen diizeyde enkapsiilasyon etkinligine ulasilamamis ve
ayrica lretimde tekrarlanabilirlik saglanamamistir. Calismamizin ikinci asamasinda
biyoparcalanabilen ozellikteki sentetik bir polimer olan, FDA tarafindan onayl,
nontoksik, biyolojik olarak ge¢cimli PLGA ’nin laktik:glikolik oran1 50:50 olan formu
(Molekiil agirhigi: 30-60 kDa) ile calisilmisti. PLGA bazli nanopartikiil
formiilasyonlarmi iiretmek amaciyla ¢ift emiilsiyon-¢6ziicii buharlastirma yontemi
kullanilmigtir. S/Y/S tipi emiilsiyon olusturularak nanopartikiiller elde edilmistir.

Stabilizan olarak polivinil alkol (PVA) se¢ilmistir.
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90 mg PLGA, 3 mL diklorometanda ¢oziindiiriilerek yag fazi, 1 mg paroksetin
hidrokloriiriin (Paroksetin HCI) 300 pl %1 PVA (a/h) igerisinde ¢Oziinmesi
saglanarak i¢ su fazi hazirlanmistir. Yag fazi, buz banyosunda ultrasonik prob
yardimiyla 1 dk boyunca 80 W enerji ile sonike edilerek primer emiilsiyon
olusturulmustur. Olusan primer emiilsiyon, 10 mL %1 PVA (a/h) ¢ozeltisinden
olusan dis su fazinda buz banyosunda ultrasonik prob yardimiyla 1 dk boyunca 80 W
enerji ile sonike edilerek sekonder emiilsiyon olusturulmustur. Diklorometan,
rotavapor yardimiyla ucgurulduktan sonra elde edilen nanopartikiil dispersiyonu
4°C’de 26000 rpm’de 20 dk boyunca satrifiijlenmis ve ultrasaf su ile yikanarak
saflagtirillmistir. Sonrasinda ultrasaf su iginde disperse edilerek 1 gece boyunca -20

°C’de dondurulmus olan nanopartikiiller liyofilizasyon ile kurutulmustur.

Lesitin kapli PLGA hibrit nanopartikiil formiilasyonlar1 da ayni yontem
kullanilarak iiretilmistir. Uretim asamasinda lesitin, yag fazinda PLGA polimeri ile

birlikte ¢oziilmiistir.

Kitosan kapli lesitin-PLGA  hibrit nanopartikiill formulasyonlarinin
hazirlanmasinda da ayn1 yontem kullanilmistir. Uretim asamasinda diisiik (DMA) ya
da yiiksek (YMA) molekiil agirlikli kitosan kullanilmis ve dis su fazina belirlenen
oranlarda eklenerek ¢Oziinmesi saglanmigtir (Pandit ve ark., 2021). Sekil 2.3’te

iiretim sematize edilmistir. Sekil 2.4’te sekonder emiilsiyon olusumu sunulmustur.

Paroksetin Primer
%1 PVA emiilsiyon
——
_/
= E = E Organik ¢oziict
— = rotavaporile ugurulur
PLGA-Lesitin CL G e
DCM Kitosanl
60 sani 60 sani Santrifly
saniye saniye ’
7 devir 7 devir 4°C
%80 giig %80 giig 26000 rpm

[ Sekonder emiilsiyon ] 2.4k

Sekil 2.3. Paroksetin yiiklii PLGA nanopartikiillerin {iretim semas.
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Sekil 2.4. Ultrasonik prob ile PLGA nanopartikiil tiretimi.

Tez calismasinda, PLGA polimeri ile birlikte lesitinin ilavesi, sekonder

emiilsiyonda kullanilan dis su fazi pH’sinin degistirilmesi, sekonder emiilsiyon dis su

fazina farkli oranlarda kitosan (DMA ve YMA) ilavesi gibi formiilasyon

parametrelerinde degisiklik yapilmistir. Yapilan bu degisikliklerin, etkin madde

enkapsiilasyon etkinligi gibi nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri {izerine

etkisi incelenmistir. Uretilen nanopartikiillere ait bilgiler Cizelge 2.5 — Cizelge 2.7°de

yer almaktadir.

Cizelge 2.5. Farkli primer emiilsiyon yag fazi bileseni ile

hazirlanan PLGA nanopartikiil

formiilasyonlart.
Kod | PRX Son Primer emiilsiyon yag fazi Sekonder emiilsiyon dis su fazi
miktar pH PLGA miktar1 | Lesitin  miktar1 | PVA Kitosan
(ma) (mg) (mg)
S1 1,0 7,2 90 - %1 -
S3 1,0 75 90 30 %1 -
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Cizelge 2.6. Farkli dis su faz1 pH degerlerinde hazirlanan PLGA nanopartikiil formiilasyonlart.

Kod | PRX pH Primer emiilsiyon yag fazi Sekonder emiilsiyon dis su fazi
miktari
(mg) PLGA miktar1 | Lesitin ~ miktart | PVA Kitosan
(mg) (mg)
S2 1,0 6,0 90 30 %1 -
S3 1,0 7,5 90 30 %1 -
S4 1,0 10,0 90 30 %1 -

Cizelge 2.7. Farkli sekonder emiilsiyon dis su fazi bileseni ile hazirlanan PLGA nanopartikiil

formiilasyonlart.

Kod | PRX Son Primer emiilsiyon yag faz1 Sekonder emiilsiyon dis su fazi

miktari pH _

(mg) PLGA miktar1 | Lesitin miktart | PVA Kitosan

(mg) (mg)

S5 1,0 5,94 90 30 %1 %0,1 DMA
S6 1,0 6,06 90 30 %1 %0,2 DMA
S7 1,0 5,93 90 30 %1 %0,1 YMA
S8 1,0 5,90 90 30 %1 %0,2 YMA

2.2.7. Hazirlanan Nanopartikiiler Sistemlerin Karakterizasyonu

Uretim parametrelerinin formiilasyon {izerindeki etkileri asagida yer alan

bagliklar altinda degerlendirilmistir.

2.2.7.1. Nanopartikiillerin Enkapsiilasyon Etkinligi

Hazirlanan nanopartikiil formulasyonlarinimn etkin madde miktar tayini indirekt
yontem kullanilarak yapilmistir. Nanopartikiillerin iiretimi sirasinda  santrifiij
isleminden elde edilen silipernatan saf su ile seyreltilmis ve miktar tayini icin
gelistirilen UV spektrofotometrik yontem ile analiz edilmistir. Nanopartikiillerin
etkin madde (em) ylizde enkapsiilasyon etkinligi (% EE) asagida verilen Esitlik 1.1

ile hesaplanmistir (n=6).
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(Toplam em miktar1 —

Serbest em miktari)
YEE=[ / Toplam em miktari ] X 100

Esitlik 1.1

2.2.7.2. Nanopartikiillerin Partikiil Biiyiikliigii ve Partikiil Biiyiikliigii

Dagilim

Hazirlanan nanopartikiil formiilsyonlarmin partikiil biiyiikliigii ve polidispersite
indeksi (PDI) degerinin (partikiil biiyiikliigii dagilimini ifade eder) belirlenmesinde
Malvern Zetasizer Nano-ZS (UK) cihazi kullanilmistir. Nanopartikiiller ultrasafsu
icinde siispande edildikten sonra, oda sicakliginda her bir numune i¢in ardisik 6

Olctim yapilmastir.

2.2.7.3. Nanopartikiillerin Zeta Potansiyel Ol¢iimii

Nanopartikiillerin zeta potensiyel 6l¢timleri Malvern Zetasizer Nano-ZS (UK)
cthazi kullanilarak oda sicakliginda gerceklestirilmistir. Cihaz tarafindan 6l¢iilen zeta
potansiyeli degeri, nanopartikiillerin yilizey yiikii ve hiicresel alimi ile ilgili bilgi
vermesi acisindan biliylik Onem tasimaktadir. Nanopartikiiller ultrasafsu iginde

disperse edildikten sonra ardisik alt1 6l¢iim seklinde 6l¢timler yapilmastir.

2.2.7.4. Nanopartikiillerin Gec¢irimli Elektron Mikroskop (TEM) Analizi

Nanopartikiillerin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla TEM (FEI
marka Tecnai, G2 Spirit Biotwin model) ile goriintileme c¢aligmasi
gerceklestirilmistir. Calismamizda, ¢ok sayida formiilasyon c¢alismasi igerisinde,
enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiylikliigli ve partikiil biiylikligi dagilimi gibi

fizikokimyasal 0Ozelliklerin hedeflenen temel diizeyinin PLGA polimer bazli
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nanopartikiiller ile elde edilmesi nedeniyle, sadece bu grup nanopartikiillerin TEM

analizi gergeklestirilmistir.

Analiz igin, saf su igerisinde disperse edilen nanopartikiiller karbon kaplh grid
tizerine damlatildiktan sonra kurumasi igin oda sicakliginda birakilmistir.
Gorlintiilerin daha net olabilmesi, kaplama tabakasinin ve kalinliginin daha net
goriintiilenebilmesi i¢in nanopartikiiller %2 uranil asetat ¢ozeltisi ile boyandiktan

sonra yeniden kurutulmus ve analiz ger¢eklestirilmistir.

2.2.7.5. Nanopartikiillerin Diferansiyel Taramah Kalorimetre Analizi

Paroksetin yiiklii nanopartikiillerin diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)
(Shimadzu DSC-60, Japon) analizi yapilmistir. Boylece etkin madde ile yardimci
maddeler arasinda gecimsizlik olup olmadigi, enkapsiile edilen paroksetinin
nanopartikiiller igerisindeki fizikokimyasal durumu belirlenmistir.  Analiz i¢in
standart aliminyum Ornek kaplarina hassas terazi ile 2 mg numune tartim yapilarak
numune hazirlanmis ve 25-300°C arasinda 10°C/dakika sicaklik artisi ile termal

analiz gerceklestirilmistir.

2.2.7.6. Nanopartikiilerin in vitro Coziinme Hiz1 Tayini

Nanopartikiil formulasyonlarinda in vitro etkin madde ¢6ziinme hizi analizi
diyaliz membran yontemiyle yapilmistir. Calismalar kitosan bazli ve PLGA bazh
nanopartikiil formiilasyonlarinda gergeklestirilmistir. Coziinme hizi ortami olarak
nazal mukoza ortamimin simiile edilebilmesi amaciyla pH 6,4 fosfat tamponu
kullanilmistir. Hazirlanan nanopartikiiller, %0,1 Tween 80 iceren fosfat
tamponundan (pH 6,4) olusan 2 mL ¢6ziinme ortaminda disperse edildikten sonra
diyaliz membran tiiplere (Sigma, 12000 Da MWCO) her iki ucu da sikica kapatilarak
yerlestirilmistir. Membran tiipler, 28 mL ¢dziinme ortami igine yerlestirilerek

(toplam hacim 30 mL) calkalayicili inkiibator (Jeio Tech SI1-300 Jeio Tech Co. Ltd,
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Giiney Kore) 37£0,5°C’ de, 75 rpm calkalama hizinda c¢ahisiimistir. Onceden
belirlenen zamanlarda ¢6ziinme ortamindan 3 mL 6rnek alinmis ve esit hacimde taze
¢oziinme ortam1 eklenmistir. Alman Orneklerin gerekliyse ultrasaf su ile
seyreltildikten sonra 293 nm dalga boyunda UV spektrofotometrede absorbansi
okunmustur. Nanopartikiil formiilasyonlarinin her biri i¢in caligmalar ii¢ tekrarl
gerceklestirilmistir. Zamana kars1 formiilasyonlardan agiga ¢ikan paroksetin HC1 %
miktarlar1 grafige aktarilarak salim profilleri elde edilmistir. Elde edilen etkin madde
salim profilleri; sifirinc1 derece, birinci derece, Higuchi, Korsmeyer Peppas, Hixson

Crowell ve Weibull kinetik modeller agisindan degerlendirilmistir.

2.2.8. Nanopartikiillerin in vitro Adhezyon Testi

Hazirlanan paroksetin yiikli Kitosan bazli ve PLGA polimer bazh
nanopartikiillerin in vitro adhezyon &zellikleri Tekstrii Analiz Cihaz1 kullanilarak ve

formiilasyonlarin zeta potansiyeli degerleri belirlenerek degerlendirilmistir.

2.2.8.1. Tekstiir Analiz Cihaz ile Ol¢iimii

Paroksetin hidrokloriir yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarinin mukoadhezif
ozellikleri bilgisayar kontrollii penetrometre (Ta-XT Plus Texture Analyzer-stable
mikro sistem, Ingiltere) cihazi ile yapilmustir. [n vitro adhezyon test rig’inin
(A/MUC) iist tarafinda bulunan P/10 probunun ucuna Whatman 42 filtre kagid1 ¢ift
tarafli bant ile yapistirilmis ve {izerine 50 pl %210 konsantrasyonda miisin tip Il
(domuz kaynakli) (pH 6,4 PBS i¢inde) ¢ozeltisi uygulanmigtir. Alt tablada bulunan
bosluga Whatman 42 filtre kagidi ¢ift tarafli bant ile yapistirilmig ve iizerine 10 mg
liyofilize toz haldeki nanopartikiiller esit sekilde dagitilarak yerlestirilmistir. Sonra
partikiiller 70 pul pH 6,4 PBS ile slatilmistir. Sistemin sicakligi test siiresince
37°C’de tutularak, prob numunelere 0,98 N’luk temas kuvveti ile 180 saniye boyunca
temas ettirilmistir. Daha sonra prob 0,1 mm.s™ hizla yukar yéne dogru hareket

ettirilerek maksimum ayrilma kuvveti belirlenmistir. Tiim analizler en az ii¢ kez
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tekrarlanmigtir. Tekstiir analiz cihazi ile in vitro adhezyon olglimi Sekil 2.5’te

gosterilmektedir.

Sekil 2.5. TA.XT Plus Tekstiir Analiz Cihazi ile in Vitro adhezyon slgiimii

2.2.8.2. Zeta Potansiyeli Ol¢iimii

Paroksetin hidrokloriir yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarin mukoadhezif
ozelliklerini belirlemek icin zeta potansiyeli degeri degisiminden yararlanilmistir.
125 mg miisin tartilp 250 mL pH 6,4 PBS tampon icinde bir gece boyunca
karismaya birakilmistir. 10 mg liyofilize toz haldeki nanopartikiil 10 mL miisin
cozeltisinde disperse edilmis ve ¢alkalayici inkiibatorde 37+0,5°C’de 100 rpm
calkalama hizinda inkiibe edilmistir. 2., 4. ve 6. Saatlerde alinan Orneklerin zeta
potansiyelleri okunmustur. Elde edilen veriler dogrultusunda formiilasyonlarin

mukoadhezif 6zelligi degerlendirilmistir.
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2.2.9. Stabilite Calismalari

En iyi sonu¢ alinan formiilasyonlar buzdolabinda 4°C’de 6 ay bekletilmistir.
Altinc1 ay sonunda partikiil biiylikliigli, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli
degerlerindeki degisimler incelenerek formiilsayonlarin stabilitesi hakkinda sonuca

varilmistir. Stabilite testleri devam etmektedir.

2.2.10. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Calismamizda saf etkin madde ve etkin madde igeren PLGA polimer bazl
nanopartikiillerin sitotoksik etkileri ve permeabilitelerin belirlenmesi ile ilgili

caligmalar ylriitilmiistiir.

2.2.10.1. Hiicre Hatti1 ve Hiicre Kiiltiirii Kosullar

In vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 nazal absorpsiyonun degerlendirilmesinde
stkga kullanilan Caco-2 (insan epitelyal kolorektal adenokarsinoma) hiicre hatti
tizerinde gerceklestirilmistir. Caco-2 aslinda insan kolon adenokarsinomundan elde
edilse de normal kiiltiir kosullarinda enterositlere farklilasir ve bu farklilasmadan
sonra nazal absorpsiyonun degerlendirilmesi i¢in de kullanilmaktadir (Costa ve ark.,
2021a) ve ilag tastyici sistemlerin hiicre kiiltiirii ¢alismalart ile degerlendirilmesinde
goreceli olarak daha kolay ve iyi karakterize edilmis bir in vitro model sunmaktadir
(Cros ve ark., 2011; Hafner ve ark., 2009). Caco-2 hiicre hatti, kiiltiir ortaminda nazal
epitel hiicrelerini konfluent tek tabaka halinde yetistirmek oldukg¢a zor oldugu igin
(Artursson ve ark., 1994) pek ¢ok calisgmada nazal gegisin degerlendirilmesi igin
model olarak kullanilmistir (Esim ve ark., 2020; Jia ve ark., 2021).

Caco-2 hiicreleri 25 cm? hiicre kiiltiirii kabi iginde, %10’ luk fetal sigir serumu
(FBS), %1 antibiyotik (Penisilin/Streptomisin) ve %1-2 L-glutamin tam besiyeri
ortamimda 37°C’de %5 CO,’lik etiivde ¢ogaltilmistir.
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2.2.10.2. MTT Yontemi ile Hiicre Canlih@inin Belirlenmesi

Caco-2 hiicre hatt1 kullanilarak yapilacak olan permeabilite ¢aligmalarindan
once gelistirilen nanopartikiil formiilasyonlarinin sitotoksik ozellikleri MTT (3-(4,5-
Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolyumbromit) yontemi kullanilarak arastirilmistir.
MTT yonteminde, ¢oziinir &zellikteki metil-tiyazol-tetrazolyum tuzu canli
hiicrelerde bulunan mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimi araciligiyla
¢Oziinmeyen formazan kristaline dontstiiriilmektedir. Sodyum dodesil siilfat (SDS)
kullanilarak formazon kristali suda ¢oziiniir hale getirilir ve olusan rengin siddeti

kolorimetrik olarak 6l¢iilmektedir.

MTT testi i¢in, 96 kuyulu plaklara Caco-2 hiicreleri her bir kuyuda 50 pL
besiyeri i¢inde 2.5x10° hiicre olacak sekilde ekilmis ve bir gece boyunca hiicrelerin
kuyulara tutunmasi i¢in beklenmistir. Sonraki giin, farkli konsantrasyonlarda 100 pL
serbest paroksetin HC1 ¢ozeltisi, paroksetin yiiklii PLGA, PLGA-lesitin hibrit ve
kitosan kapli PLGA-lesitin  hibrit nanopartikiil ~ dispersiyonlart ve bu
formiilasyonlarin bos esdegerleri hiicrelerin iizerine eklenerek 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyona birakilmistir. Paroksetinin  0,01-10 pg/mL doz araliginda farkli
konsantrasyonlari ile ¢alisilmistir. Herhangi bir tedaviye maruz birakilmadan inkiibe
edilen hiicreler ise kontrol olarak kullamilmistir. 24, 48 ve 72. saatin sonunda,
kuyulara 20 pl MTT eklenerek 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
kuyulardaki besiyeri aspire edilip kuyulara 100 pl isopropil alkol eklenmis ve oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. 4 saat sonra 570 nm’de ekstraksiyon
tamponuna kars1 canli hiicrelerde olusan formazon kristalinin absorbans degerleri
(OD) spektrofotometrik olarak okunmustur. Her bir ila¢ konsantrasyonu 4 farkli
kuyuda calisilmis ve ortalama OD degeri olglilmiistiir. Sitotoksisite asagidaki formiil

kullanilarak degerlendirilmistir.

[1- (Ortalama OD ilagh kuyu/ Ortalama OD kontrol kuyu) x 100 = % hiicre 6liimii]
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2.2.10.3. Permeabilite Calismalari

Permeabilite calismalar1 i¢in etkin madde yerine floresan boya yiikli
nanopartikiiller hazirlanmistir. Bu amagla floresan boya yiiklii PLGA, PLGA-lesitin
hibrit ve kitosan kapli PLGA-lesitin hibrit nanopartikiil formiilasyonlarinin
hazirlanmast i¢in Boliim 2.2.6.2°’de belirtilen iiretim proseslerinde paroksetin

hidrokloriir yerine rodamin B kullanilmigtir.

Caco-2 hiicreleri 12-kuyucuklu Transwell® insertlere (0,4um por ¢apli PTFE
membran insert, Corning Costar, New York, ABD) ekilmis ve konfluent tek tabaka
elde edilene kadar inkiibe edilmistir. Tek tabaka olusup olusmadigi transepitelyal
elektrik direnci Olgiilerek belirlenmistir. Tek tabaka elde edildikten sonra hiicreler
PBS ile yikanarak, kuyucuklarin altina yani akseptor bolmeye 1,5 mL serumsuz
DMEM eklenmistir. Transwell® insertler yerlestirildikten sonra donér blmeye 0,5
mL floresan boya yiikli PLGA, PLGA-lesitin hibrit ve kitosan kapli PLGA-lesitin
hibrit nanopartikiil dispersiyonu eklenerek, belirlenen zaman araliklarinda (0,5-1-2-
4-6 saat) 200 puL ornek gekilip ayn1 hacimde ve Onceden isitilmig taze besiyeri
eklenmistir. Numuneler plaka okuyucuda okunarak kuyucuklardaki floresan madde

icerigi tespit edilmistir. Deneyler dorder tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Paroksetin Hidrokloriiriin Ultraviyole (UV) Spektrumunun Alinmasi

Paroksetin hidroklortiriin saf su ve pH 6,4 PBS’ deki ¢ozeltilerinin 200-400 nm
arasinda alinan spektrumlarina goére maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu

strastyla Sekil 3.1° de 293,53 nm ve Sekil 3.2° de 294,47 nm bulunmustur.
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Sekil 3.1. Paroksetin hidrokloriiriin saf su ortamindaki UV spektrumu.

M o -
| = =
L = o
! E =
1 B E
1] 'I % =
g | = =
I Il o <
£ S @
=) e AL =
i S l‘) ‘ -i".
T = “!K'l, ¥ : ""‘.
| 1 !‘,
| A o L]
| e T 1
i ‘-v_d—ﬂ. “-_
\"_
T T T T T e
250 300 350
Wavelength (nm}) [e€]

Sekil 3.2. Paroksetin hidrokloriiriin pH 6,4 PBS ortamindaki UV spektrumu.
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3.2. Paroksetin Hidrokloriir Kalibrasyon Denkleminin Belirlenmesi

Paroksetin hidrokloriiriin saf su ve PBS (pH 6,4) igerisinde 10-90 pg/mL

konsantrasyon araliginda elde edilen kalibrasyon dogru ve denklemleri Sekil 3.3 ve

Sekli 3.4’te, kalibrasyon denklemlerine ait veriler Cizelge 3.1°de verilmistir. Her bir

ornek li¢ defa okunmus ve her nokta i¢in 6 degerin ortalamasi alinmistir.

Absorbans

Saf Su

y =0,0104x+ 0,0003

20 40 60 80
Konsantrasyon (ung/ml)

100

Sekil 3.3. Paroksetin hidrokloriiriin saf su ortamindaki kalibrasyon dogrusu.

Absorbans

N R =
(3] + [=} 0 — [}

=]

pH 6,4 Fosfat Tamponu

y = 0,0108x+0,0099
R?*=0.9998

20 40 60 80
Konsantrasyon (pg/ml)

100

Sekil 3.4. Paroksetin hidrokloriiriin pH 6,4 PBS ortamindaki kalibrasyon dogrusu.
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Cizelge 3.1. Farkli ortamlarda paroksetin hidrokloriir kalibrasyon denklemlerine ait veriler.

Saf su pH 6,4 PBS
Egim 0,0104 0,0108
Kesisim 0,0003 0,0099
Determinasyon katsayisi (r°) 1 0,9998
Kalibrasyon denklemi y =0,0104x + 0,0003 y =0,0108x + 0,0099

3.3. Paroksetin Hidrokloriir icin Analitik Validasyon Calismalar:

Paroksetin hidrokloriiriin saf su ve pH 6,4 PBS ortamlarinda gelistirilen miktar
tayini yOntemine ait validasyon sonuclart asagida ICH Q2(R1) kilavuzu

dogrultusunda hazirlanan bagliklar altinda yer almaktadir.

3.3.1. Dogrusallik ve Arahgi

Paroksetin  hidrokloriiriin ~ 10-90 pg/mL  konsantrasyon araligmdaki
¢ozeltilerinin saf su ve PBS (pH 6,4) ortamlarinda UV spektrofotometre ile miktar
tayini yontemine ait dogrusallik parametreleri Cizelge 3.2.’de dogrusallik grafikleri
Sekil 3.5 ve Sekil 3.6°da verilmistir.

Cizelge 3.2. Paroksetin hidrokloriiriin farkl1 ortamlardaki dogrusallik parametreleri (n=6).

Parametreler Saf su pH 6,4 PBS

Egim (m) £ SS 0,0104+2,06155E-05 0,0108+5,84692E-05
Egimin giiven arahigi (%95) 0,010346252 — 0,010443748 0,010670076 — 0,010946591
Kesisim (n) £ SS 0,0003+0,00116 0,0099+0,003290247
Kesisimin giiven araligi (%95) -0,002493202 — 0,002993202 0,002136468 — 0,017696865
r’ 1 0,9998

Regresyon dogrusundan | 0,001596872 0,004529007

sapmalarin standart hatasi (Sy.x)

Lineer regresyon kareler toplarm 0,64833615 0,700920417

Artik kareler toplami 0,648354 0,701064

Ortalamanin artik kareler toplamn | 0,64833615 0,700920417
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Sekil 3.5. Paroksetin hidrokloriiriin saf sudaki dogrusallik grafigi.

0,983
0,942
0,901

0,86
0819
0,778
0737
0,69
0,655
0,614
0573
0532
0492
0451

041
0,369
0328
0,287
0,246
0,205
0,164
0,123

Sekil 3.6. Paroksetin hidrokloriiriin pH 6,4 PBS ortamindaki dogrusallik grafigi.

3.3.2. Dogruluk ve Geri Elde

Paroksetin hidrokloriiriin saf su ve pH 6,4 PBS ortamlarindaki 10, 50 ve 90
png/mL konsantrasyondaki ¢ozeltilerinin UV spekrofotometrede okunmasi sonucu
elde edilen degerlerin kalibrasyon denkleminde yerine konulmasiyla hesaplanan %
geri elde verileri Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’te sunulmustur. Olgiimler 6 kez

tekrarlanmistir.
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Cizelge 3.3. Paroksetin hidrokloriiriin saf su ortaminda UV spektrofometre ile dogruluk ve geri elde

degerleri.
Kons JLop 2o 3 A S ) 8 o | g5 | Bss | wBss
olgiim | 6l¢iim | olgiim | olgiim | olgiim | olgiim
Abs | 0,105 0,105 0,105 0,104 0,105 0,106 0,105 | 0,001 | 0,006 | 0,602
10 C 10,067 | 10,067 | 10,067 9,971 10,067 | 10,163 | 10,067 | 0,061 | 0,006 | 0,603
pg/mL
0,
GjOE 100,67 | 100,67 | 100,67 | 99,712 | 100,67 | 101,64 | 100,67 | 0,608 | 0,006 | 0,604
Abs | 0,518 0,514 | 0,514 0,521 0,519 | 0,521 | 0,518 | 0,003 | 0,006 | 0,615
50 C | 49,779 | 49,394 | 49,394 | 50,067 | 49,875 | 50,067 | 49,763 | 0,307 | 0,006 | 0,616
pg/mL
0,
G/(I’E 99,558 | 98,789 | 98,789 | 100,135 | 99,75 | 100,14 | 99,526 | 0,613 | 0,006 | 0,616
Abs | 0,936 0,936 | 0,938 0,938 0,936 | 0,936 | 0,937 | 0,001 | 0,001 | 0,110
90 C 89,971 | 89,971 | 90,164 | 90,164 | 89,971 | 89,971 | 90,035 | 0,100 | 0,001 | 0,110
pg/mL
0,
G/IOE 99,968 | 99,968 | 100,18 | 100,18 | 99,968 | 99,968 | 100,04 | 0,111 | 0,001 | 0,110

Abs: Absorbans, Kons (C): Konsantrasyon (ng/mL), Ort: Ortalama
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Cizelge 3.4. Paroksetin hidrokloriiriin pH 6,4 PBS ortaminda UV spektrofometre ile dogruluk ve geri

elde degerleri.

Kons : : : . : : Ort SS BSS
Olciim | ol¢iim | olciim | Olciim | dl¢iim | 6lgiim BSS

Abs | 0,117 0,117 | o117 | 0,117 | 0,116 | 0,116 | 0,117 | 0,001 | 0,004 | 0,442

10 C 9,917 9,917 | 9917 | 9,917 | 9,824 | 9,824 | 9,886 | 0,048 | 0,005 | 0,485
pg/mL

%

GE 99,17 99,17 | 99,17 | 99,17 | 9824 | 98,24 | 98,86 | 0,478 | 0,005 | 0,483

Abs | 0,548 0,547 | 0544 | 0544 | 0546 | 0,547 | 0,546 | 0,002 | 0,003 | 0,306

50 C 49,82 49,73 | 49,45 | 4945 | 49,64 | 49,73 | 49,64 | 0,155 | 0,003 | 0,312
pg/mL

%

GE 99,65 99,46 | 9891 | 9891 | 99,28 | 9946 | 99,28 | 0,310 | 0,003 | 0,312

Abs | 0,987 0,988 | 0,988 | 0,988 | 0,987 | 0,988 | 0,988 | 0,001 | 0,001 | 0,052
90 C 90,47 90,57 | 90,57 | 90,57 | 90,43 | 90,57 | 90,53 | 0,061 | 0,001 | 0,067
pg/mL

% 100,5 100,6 | 100,6 | 100,6 | 100,5 | 1006 | 100,6 | 0,053 | 0,001 | 0,052
GE

3.3.3. Kesinlik

Paroksetin hidrokloriiriin saf su ve PBS (pH 6,4) ortamlarinda miktar tayini
yonteminin kesinligini terkrarlanabilirlik ve ara kesinlik parametreleri ile

incelenmistir.
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3.3.3.1. Tekrarlanabilirlik

Paroksetin hidrokloriiriin saf su ve PBS (pH 6,4) ortamlarinda 10, 50 ve 90

ng/mL olmak iizere 3 farkli konsantrasyondaki ¢ozeltileri ard arda 6 defa okunarak

Olctimler yapilmistir. Hesaplanan konsantrasyon degerlerinin bagil standart sapma, %

bagil standart sapma, ortalama ve standart sapma verileri Cizelge 3.5 ve 3.6’da

sunulmustur.

Cizege 3.5. Paroksetin hidrokloriiriin saf su ortaminda UV spektrofometre ile tekrarlanabilirlik

degerleri.
Kons b B S s S S o | ss | Bss | weBss
olciim | oOlciim | ol¢iim | Olciim | Olciim | olciim
Abs | 0,105 | 0,105 | 0,105 | 0,104 | 0,105 | 0,106 | 0,105 | 0,0006 | 0,006 | 0,602
10
pg/mL
Cc 10,067 | 10,067 | 10,067 | 9,971 | 10,067 | 10,163 | 10,067 | 0,0607 | 0,006 | 0,603
Abs | 0518 | 0,514 | 05514 | 0,521 | 0,519 | 0,521 | 0,518 | 0,0031 | 0,006 | 0,615
50
pg/mL
C | 49,779 | 49,394 | 49,394 | 50,067 | 49,875 | 50,067 | 49,763 | 0,3065 | 0,006 | 0,616
Abs | 0,936 | 0,936 | 0,938 | 0,938 | 0,936 | 0,936 | 0,937 | 0,0010 | 0,001 | 0,110
90
pg/mL
C 89,971 | 89,971 | 90,164 | 90,164 | 89,971 | 89,971 | 90,035 | 0,0996 | 0,001 | 0,110

77




Cizelge 3.6. Paroksetin hidrokloriiriin pH 6,4 PBS ortaminda UV spektrofometre ile tekrarlanabilirlik

degerleri.
1. 2. 3. 4 5. 6. %
Kons dleiim | dlciim | dleiim | leiim | dleiim | dleiim | O'C | > | BSS | pgss
Abs | 0117 | 0117 | 0117 | 0,117 | 0116 | 0,116 | 0,117 | 0,001 | 0,004 | 0,442
10
pg/mL
C | 9917 | 9917 | 9917 | 9917 | 9824 | 9824 | 9.886 | 0,048 | 0,005 | 0,485
Abs | 0548 | 0547 | 0544 | 0544 | 0546 | 0547 | 0546 | 0,002 | 0,003 | 0,306
50
pg/mL
C | 4982 | 49,73 | 4945 | 4945 | 4963 | 4973 | 4964 | 0155 | 0,003 | 0,312
Abs | 0,087 | 0,988 | 0,988 | 0,988 | 0,987 | 0,988 | 0,988 | 0,001 | 0,001 | 0,052
90
pg/mL
c | 9047 | 9057 | 9057 | 9057 | 90.43 | 9057 | 90,53 | 0,061 | 0,001 | 0,067

3.3.3.2. Ara Kesinlik

Paroksetin hidrokloriiriin saf su ve PBS (pH 6,4) ortamlarinda 10, 50 ve 90
png/mL olmak tizere 3 farkli konsantrasyondaki ¢ozeltileri farkli 3 giin ard arda 6 defa
okunarak Ol¢limler yapilmistir. Hesaplanan konsantrasyon degerlerinin ortalama,
standart sapma, bagil standart sapma ve % bagil standart sapma degerleri Cizelge 3.7

ve 3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.7. Paroksetin hidrokloriiriin saf su ortaminda UV spektrofometre ile ara kesinik degerleri.

Kons. 10 pg/mL 50 pg/mL 90 pg/mL
Abs. C Abs. C Abs. C
1. giin 0,105 10,067 0,518 49,779 0,936 89,971
0,105 10,067 0,514 49,394 0,936 89,917
0,105 10,067 0,514 49,394 0,938 90,164
0,104 9,971 0,521 50,067 0,938 90,164
0,105 10,067 0,519 49,875 0,936 89,971
0,106 10,163 0,521 50,067 0,936 89,971
2. giin 0,104 9,971 0,519 49,875 0,940 90,356
0,104 9,971 0,518 49,779 0,936 89,971
0,104 9,971 0,518 49,779 0,936 89,971
0,104 9,971 0,514 49,394 0,936 89,971
0,105 10,067 0,519 49,875 0,934 89,779
0,106 10,163 0,519 49,875 0,936 89,971
3. giin 0,105 10,067 0,518 49,779 0,933 89,638
0,105 10,067 0,518 49,779 0,934 89,779
0,104 9,971 0,519 49,875 0,936 89,971
0,105 10,067 0,518 49,779 0,936 89,971
0,106 10,163 0,518 49,779 0,939 90,260
0,105 10,067 0,519 49,875 0,936 89,971
Ort 10,051 49,779 89,987
SS 0,0678 0,1979 0,1696
BSS 0,0067 0,0039 0,0018
%BSS 0,675 0,397 0,188
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Cizelge 3.8. Paroksetin hidrokloriiriin pH 6,4 PBS ortaminda UV spektrofometre ile ara kesinlik

degerleri.

Kons. 10 pg/mL 50 pg/mL 90 pg/mL
Abs. C Abs. C Abs. C

1. giin 0,117 9,917 0,548 49,824 0,987 90,472
0,117 9,917 0,547 49,732 0,988 90,565
0,117 9,917 0,544 49,454 0,988 90,565
0,117 9,917 0,544 49,454 0,988 90,565
0,116 9,824 0,546 49,639 0,987 90,472
0,116 9,824 0,547 49,732 0,988 90,565

2. giin 0,118 10,009 0,548 49,824 0,986 90,380
0,117 9,917 0,547 49,732 0,985 90,287
0,117 9,917 0,548 49,824 0,985 90,287
0,116 9,824 0,547 49,732 0,987 90,472
0,117 9,917 0,547 49,732 0,986 90,380
0,117 9,917 0,547 49,732 0,988 90,565

3. giin 0,117 9,917 0,544 49,454 0,988 90,565
0,116 9,824 0,543 49,361 0,990 90,750
0,116 9,824 0,544 49,454 0,991 90,843
0,116 9,824 0,546 49,639 0,988 90,565
0,117 9,917 0,546 49,639 0,988 90,565
0,116 9,824 0,546 49,639 0,990 90,750

Ort 9,886 49,644 90,534

SS 0,0551 0,1471 0,1490

BSS 0,0055 0,0029 0,0016

%BSS 0,557 0,296 0,164

3.3.4. Segicilik (Ozgiinliik)

Formiilasyonlarda kullanilan yardimci maddelerin tek baslarina ve etkin
maddemiz paroksetin hidrokloriir ile saf su ve pH 6,4 PBS ortamlarindaki karisimlari

UV spektrofotometrede incelenmistir. Herhangi bir ¢akisma olmamastir.

3.3.5. Teshis ve Tayin Siirlar:

Paroksetin hidrokloriiriin saf su ve pH 6,4 PBS ortamlarindaki UV
spektrofotometre ile miktar tayini yontemine ait tayin ve teshis sinirlar1 Bolim

2.2.4.5’teki esitlikler kullanilarak hesaplanmig ve Cizelge 3.9°da sunulmustur.
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Cizelge 3.9. Paroksetin hidrokloriiriin farkli ortamlardaki teshis ve tayin sinirlar1.

Ortam Saf su pH 6,4 PBS
Teshis sinir1 (LOD) (ng/mL) 0,36807 1,00535
Tayin simir1 (LOQ) (ng/mL) 1,11538 3,04652

3.4. Paroksetin Hidrokloriiriin Diferansiyel Taramah Kalorimetre Analizi

Paroksetin hidrokloriiniin DSC analizine ait termogram Sekil 3.7’de verilmistir.

Heat Flow Endo Down (myWy) ——— =

150

emperature (*C

Sekil 3.7. Paroksetin hidrokloriiriin DSC termogrami.

T
200

T
250 300 383
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3.5. Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

3.5.1. Kitosan Bazh Nanopartikiil Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

Etkin Madde Miktarimin Etkisi:

Kullanilan etkin madde miktarinin formiilasyonlar {zerindeki etkilerini
incelemek amaciyla 1, 2 ve 5 mg paroksetin kullanilarak yapilan {iretimlere ait

nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 3.10’da yer almaktadir.

Cizelge 3.10. Farkli miktarda paroksetin hidrokloriir iceren nanopartikiil formiilasyonlarin

karakterizasyonu.

Kod | PRX (mg) PB (nm) = SS PDI + SS ZP (mV)£SS | EE (%) +SS

F2 |50 108,9 = 0,6028 0,202+0,016 | 33,6 2,040 24,669 + 0,017
F3 |20 127,6 + 1,9970 0,193+0,013 | 27,4+0,458 22,015 +0,025
F8 |10 150,6 + 0,4933 0,203 + 0,026 10,9 + 0,252 31,811 +0,014

PRX: Paroksetin hidrokloriir miktari, EE: Enkapsiilasyon etkinligi, PB: Partikiil biiyiikligii, SS:
Standart sapma, PDI: Polidispersite indeksi, ZP: Zeta potansiyeli

Lesitin:Kitosan Oraninin Etkisi:

Paroksetin yiiklii kitosan bazli nanopartikiillerin iiretiminde kullanilan lesitin

ve kitosan oranlarindaki degisimin fizikokimyasal 6zellikler {izerine etkisi Cizelge

3.11.°de veilmistir.

Cizelge 3.11. Farkli L:K oranlariyla hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyonu.

Kod | L:K | PB(nm)=SS PDI + SS ZP (mV) = SS EE (%) + SS
F3 | 20:1 | 127,6+ 1,997 0,193 +0,013 274 +0,458 22,015 + 0,025
F4 | 40:1 | 1952 +3,659 0,280 = 0,006 24,0 + 0,306 14,571 + 0,061
F5 | 10:1 | 105,1 1,258 0,199 + 0,008 27,4 + 0,964 25,677 + 0,021
F12 | 5:1 - - - -

L:K: Lesitin:Kitosan orani
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DMA Kitosan Cozeltisi Uzerine Farkli Stvi Ortam Ilavesinin Etkisi:

DMA kitosan c¢ozeltisi lizerine saf su ve pH 6,4 PBS ilave edilmesinin

nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelikleri tizerine etkisi Cizelge 3.12’de verilmistir.

Cizelge 3.12. DMA Kkitosan ¢ozeltisi ilizerine farkli ortamlarin ilavesiyle hazirlanan nanopartikiil

formiilasyonlarin karakterizasyonu.

Kod | Disp. Ort. PB (nm)+SS | PDI+SS ZP (mV) £ SS EE (%)  SS
F6 | pH6,4PBS 122,0+1,940 | 0219+0,012 | -7,49 +7,08 73,686 < 0,011
F7 | Safsu 337,749,569 | 0,225+0,036 | 24,8+1,20 240,068

Disp. Ort.: Dispersiyon ortami

Paroksetin Hidrokloriir Iceren Lesitin Cozeltisinin Ilave Edildigi Ortam pH’sinin
Etkisi:

Paroksetin hidrokloriir iceren lesitin ¢ozeltisinin damla damla ilave edildigi pH
6,4 PBS ortamindaki DMA Kkitosan ¢ozelti pH’s1 degisiminin nanopartikiiliin

fizikokimyasal 6zellikleri tizerine etkisi incelenmis ve Cizelge 3.13’te verilmistir.

Cizelge 3.13. pH degeri farkli ortamlarda hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarin karakterizasyonu.

Kod | pH PB (nm) £ SS PDI + SS ZP (mV) =SS EE (%) + SS

F9 6,42 | 2000 - 28,9+ 0,721 55,535 + 0,028
F10 | 7,49 | 117,243,403 0,157 +0,010 -33,0+ 1,950 41,277 + 0,033
F11 | 542 | 2000 - -18,7 1,330 1,044 0,009

3.5.2. PLGA Bazh Nanopartikiil Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

Primer Emiilsiyon Yag Fazi Bilesimi ve pH’ daki Degisikligin Etkisi:

Primer emiilsiyon yag fazi bilesimi ve sekonder emiilsiyonu olusturmakta

kullandigimiz %1 PVA dis su fazi pH’sindaki degisimin elde edilen
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nanopartikiillerin fizikokimyasal ozellikleri iizerindeki etkisi Cizelde 3.14’te

verilmigtir.

Cizelge 3.14. Farkli primer emiilsiyon yag fazi bileseni ile hazirlanan PLGA nanopartikiil

formiilasyonlarin karakterizasyonu.

Kod | pH Primer emiilsiyon | PB (nm) =SS | PDI£SS ZP (mV) £SS % EE + SS
yag faz1
PLGA Lesitin
(mg) (mg)
S1 7,2 90 - 275,5+3,400 | 0,156+0,022 | -3,95+0,225 59,669 £ 0,015
S3 7,5 90 30 2489 +2,237 | 0,097+0,010 | -27,0+1,810 80,850 = 0,023

Farkl pH Degerlerinin Etkisi:

Sekonder emiilsiyon olusturmakta kullanilan %1 PVA dis su fazi pH’sindaki
degisimin elde edilen nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri lizerindeki etkisi

Cizelde 3.15’te sunulmustur.

Cizelge 3.15. Farkli dis su fazi pH degerlerinde hazirlanan PLGA nanopartikiil formiilasyonlarin

karakterizasyonu.

Kod | pH PB (nm) £SS PDI + SS ZP (mV) = SS EE (%)% SS

s2 [6,0 262,0 0,651 0,230 = 0,004 -33,5 + 3,440 88,486 + 0,012
S3 |75 248,9 £2,237 0,097 0,010 27,0+ 1,810 80,850 + 0,023
sS4 [100 | 252,7+1,706 0,170 % 0,005 28,0 + 0,693 75,006 + 0,074

Sekonder Emiilsiyon Dig Fazi Bilesimindeki Degisimin Etkisi:

Sekonder emiilsiyon olusumunda kullanilan dis fazin bilesimindeki degisimin
elde edilen nanopartikiillerin fizikokimyasal Ozellikleri tizerindeki etkisi Cizelge

3.16’da sunulmustur.
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Cizelge 3.16. Farkli sekonder emiilsiyon dis su fazi bileseni ile hazirlanan PLGA nanopartikiil

formiilasyonlarin karakterizasyonu.

Kod | Sekonder emiilsiyon su faz1 | PB (hm) +SS PDI +SS ZP (mV) £ SS EE (%)+ SS
PVA Kitosan
S5 %1 %0,1 DMA | 283,2 +2,801 0,195+0,009 | 21,8+1,190 71,07 £0,018
S6 %1 %0,2 DMA | 336,2 +2,600 0,238 £0,005 | 23,4+0,071 77,144 + 0,023
S7 %1 %0,1 YMA | 354,5 +3,503 0,254 +£0,012 | 24,7+ 1,080 64,354 + 0,017
S8 %1 %0,2 YMA | 474,7+9,914 0,387 0,065 | 29,4+ 1,200 67,503 + 0,020
DMA: Diisiik molekiil agirlikli kitosan, YMA: Yiiksek molekiil agirlikl kitosan
3.5.3. Formiilasyonlarin Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile
Ozelliklerinin Incelenmesi
Hazirlanan  paroksetin  hidrokloriir  yiikli  kitosan bazli ve PLGA

nanopartikiillere ait yiizey morfolojilerini gosteren TEM goriintiileri Sekil 3.8°de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.8. Paroksetin hidrokloriir ytiklii (a) SI, (b) S2 ve (c) S6 formiilasyonlarina ait TEM
goriintiileri.

3.5.4. Formiilasyonlarin Diferansiyel Taramah Kalorimetre Analizi

Bolim 2.2.7.5’te acgiklandigi bigimde yapilan DSC analizinden elde edilen
termogramlar Sekil 3.9 — Sekil 3.13’te gosterilmistir.
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Sekil 3.9. Kitosanin DSC termogrami.
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Sekil 3.10. Lesitinin DSC termogramiu.
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Sekil 3.11. PVA’nin DSC termogramu.
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Sekil 3.12. PLGA’nin (50:50) DSC termogramiu.
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Sekil 3.13. S6 kodlu kitosan kapli PLGA-lesitin hibrit nanopatikiil formiilasyonun DSC termogrami.

3.5.5. Nanopartikiillerin in vitro Coziinme Hiz

Hazirlanan paroksetin  yiikli Kitosan bazli ve PLGA nanopartikiil
formiilasyonlar1 ve saf etkin madde igin ¢6ziinme hizi analizi Bolim 2.2.7.6°da
belirtilen kosullarda gerceklestirilmistir. Sonucta zamana karst agiga cikan etkin
madde (ACEM) miktar1 (% olarak) grafige gecirilmis ve elde edilen profiller Sekil
3.14 — 3.20’de ve kinetik sonuglar1 Cizelge 3.17 ve Cizelge 3.18’de gosterilmistir.
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Sekil 3.14.

Paroksetin hidrokloriiriin pH 6,4 PBS ortamindaki ¢6ziinme hiz1 grafigi.
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Sekil 3.15. Farkli miktarda etkin madde igeren kitosan bazli nanopartikiillerden paroksetin hidrokloriir
cikis grafigi.

90



80

70 -

60 -

—o—1:C 20:1 (F3)
—l—1:C 40:1 (F4)

e L:C 10:1 (F5)

% Aci8a cikan etkin madde

0 T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400

Zaman (dk)

o

Sekil 3.16. Farkli L:K oranina sahip kitosan bazli nanopartikiillerden paroksetin hidrokloriir ¢ikis
grafigi.
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Sekil 3.17. DMA kitosan ¢6zeltisi tizerine pH 6,4 PBS ortaminin ilavesi ile hazirlanan F6 kodlu
nanopartikiil formiilasyonundan paroksetin hidrokloriir ¢ikis grafigi.
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Sekil 3.18. pH 6,4 PBS ortamindaki DMA kitosan ¢6zelti pH’Sinin 7,5°e ayarlanmast ile hazirlanan
F10 kodlu nanopartikiil formiilasyonundan paroksetin hidrokloriir ¢ikis grafigi.
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Sekil 3.19. Farkli primer emiilsiyon yag fazi bileseni ile hazirlanan PLGA nanopartikiil
formiilasyonlardan paroksetin hidrokloriir ¢ikis grafigi.
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Sekil 3.20. Farkli sekonder emiilsiyon dis su fazi bileseni ile hazirlanan PLGA nanopartikiil
formiilasyonlardan paroksetin hidrokloriir ¢ikis grafigi.
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¥6

Cizelge 3.17. PLGA nanopartikiil formiilasyonlara ait salim kinetik parametreleri.

S1 S3 S5 S6 S7 S8
Sifirimnc1 Derece r’ 0,529 0,709 0,993 0,980 0,816 0,909
k 0,068 0,064 0,064 0,044 0,047 0,044
RMS 38,969 31,936 13,097 11,0262 21,158 21,892
Birinci Derece r 0,779 0,903 0,970 0,992 0,917 0,966
k 0,002 0,002 0,001 0,0006 0,001 0,001
RMS 29,379 23,605 9,063 9,2642 17,794 19,342
Weibull r’ 0,965 0,982 0,862 0,907 0,980 0,936
o 6,022 7,390 28,925 25,8817 10,289 7,323
B 0,304 0,306 0,490 0,3721 0,273 0,206
RMS 3,684 2,659 10,159 6,0246 2,174 2,959
Higuchi r’ 0,776 0,908 0,960 0,979 0,967 0,996
k 2,77 2,520 2,133 1,5105 1,786 1,716
RMS 23,068 17,382 5,125 3,5574 10,930 12,713
Hixson-Crowell r’ 0,722 0,860 0,990 0,990 0,891 0,952
k 0,0004 0,001 0,0003 0,0001 0,0003 0,0003
RMS 31,62 25,710 10,167 9,8477 19,216 20,531
Korsmeyer Peppas r 0,920 0,977 0,899 0,929 0,989 0,952
k 17,518 14,585 5,285 4,2750 9,629 13,521
n 0,2156 0,225 0,333 0,3208 0,240 0,168
RMS 5,860 2,863 10,981 5,721 1,745 2,673




S6

Cizelge 3.18. Kitosan bazli nanopartikiil formiilasyonlara ait salim kinetik parametreleri.

F2 F3 F4 F5 F6 F8 F11
Sifirmer Derece r2 0,662 0,670 0,638 0,954 0,8718 0,790 0,758
K 0,019 0,042 0,047 0,053 0,0738 0,047 0,197
RMS | 8,826 20,262 24,591 14,368 8,9915 20,095 25,894
Birinci Derece r’ 0,690 0,783 0,776 0,985 0,8637 0,901 0,769
K 0,0002 0,001 0,001 0,001 0,0008 0,001 0,004
RMS | 8515 17,558 20,809 10,843 8,6682 16,401 21,949
Weibull r? 0,964 0,982 0,974 0,945 0,8022 0,988 0,827
« 34,719 13,669 9,549 28,509 13,9157 13,592 4,780
B 0,307 0,309 0,279 0,460 0,1831 0,321 0,211
RMS | 1,280 1,820 2,281 5,142 1,6415 1,878 3,676
Higuchi r? 0,878 0,885 0,861 0,992 0,8434 0,955 0,803
K 0,732 1,638 1,874 1,830 1,3039 1,793 3532
RMS | 4,463 10,560 13,728 4216 4,8855 9,497 14,440
Hixson-Crowell r? 0,681 0,751 0,737 0,984 0,8664 0,871 0,764
K 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0002 0,0003 0,001
RMS | 8,616 18,839 22,248 12,444 8,7727 17,945 23,892
Korsmeyer Peppas r? 0,968 0,968 0,960 0,967 0,8047 0,989 0,826
K 3,700 7,603 10,742 4,786 70773 7,840 20,186
n 0,240 0,264 0,229 0,341 0,1681 0,268 0,160
RMS | 1,401 2,550 2,895 4,441 1,6327 1,695 3,688




3.5.6.

Formiilasyonlarin in

Degerlendirilmesi

vitro

3.5.6.1. Tekstiir Analiz Cihaz ile Ol¢iimii

Adhezyon

Ozeliklerinin

En iyi sonuglar1 elde ettigimiz formiilasyonlar iizerinde Bolim 2.2.8.1°de

anlatildigr sekliyle gerceklestirilen tekstlir analizinin verileri Cizelge 3.19°da,

formiilasyonlara ait adhezyon grafkleri Sekil 3.21 — Sekil 3.24’te sunulmustur.

Cizelge 3.19. Tekstiir Analiz cihazindan elde edilen sonuglar.

Kod Formiil icerigi F (N) AUC (N.mm)
S1 PLGA 1,477 0,071
S2 PLGA-Lesitin 1,264 0,098
S6 PLGA-Lesitin-%0,2 DMA Kitosan 0,969 0,093
F6 Lesitin-Kitosan (20:1) 1,761 0,124
Force (N)
1.8
1,64
1,44
1,24
1.0
0.84
0.6
0,44

0.2

Sekil 3.21. F6 formiilasyonuna ait adhezyon grafigi.
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Sekil 3.22. S1 formiilasyonuna ait adhezyon grafigi.
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Sekil 3.23. S2 formiilasyonuna ait adhezyon grafigi.
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Sekil 3.24. S6 formiilasyonuna ait adhezyon grafigi.

3.5.6.2. Zeta Potansiyeli Ol¢iimii
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e
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stance (mm)
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tizerinde Bolum 2.2.8.2°de

anlatildig1 sekliyle gerceklestirilen in vitro adhezyon analiz sonuglar1 Cizelge 3.20 ve

Sekil 3.25°te sunulmustur.

Cizelge 3.20. In vitro adhezyon &zelligin tayini icin zeta potansiyeli degerleri.

Kod ZP (mV)
Baslangic¢ 2. saat 4. saat 6. saat

S1 -2,78+0,176 -2,15+0,05 -2,68+0,244 -2,14+0,44
S2 -27,6%1,35 -23,9+2.81 -25,542,17 -17,5+1,22
S6 +22,64+0,0577 -18,5+1,72 -17,5+0,64 -14,3+0,81
F10 -33,0+1,95 -41,3£1,51 -35,6+0,42 -29,243,70
F8 +10,94+0,252 -28,0+0,81 -26,4+1,60 -26,6+£0,51
F5T +30,74+0,200 -27,0+£2,02 -22,6+1,72 -20,9+2.31
F6T2 -15,8+1,08 -32,7+1,01 -32,7+0,29 -27,6+1,54
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Sekil 3.25. In vitro adhezyon 6zelligin tayini i¢in zeta potansiyelindeki degisimin grafiksel gosterimi.

3.6. Formiilasyonlarin Stabilite Verilerinin Incelenmesi

Boliim 2.2.9°da belirtilen kosullar altinda gergeklestirilen stabilite testlerinde

polidispersite indeksi, partikiil biyiikliigi ve zeta potansiyeli 6l¢iimleri sonucunda

elde edilen degerler Cizelge 3.21°de yer almaktadir.

Cizelge 3.21. S1, S2, S6 kodlu formiilasyonlara ait 6 aylik stabilite verileri.

Kod PB (nm) = SS PDI £ SS ZP (mV) £ SS
S1 Baslangi¢ 3484 +£5237 0,276 £ 0,030 -5,61 £0,679
4°C (6. Ay) 309,1 +2,333 0,291 + 0,006 -10,7 £ 0,252
S2 Baslangic 216,5+ 1,249 0,153 +0,012 -31,4+1,450
4°C (6. Ay) 312,9 £20,76 0,665 + 0,053 -37,9+ 1,430
S6 Baslangi¢ 384,0 £4,700 0,280 + 0,003 24.3 + 0,849
4°C (6. Ay) 409,0 £4,279 0,427 £ 0,013 28,3+ 1,480
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3.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.7.1. MTT Yontemi ile Hiicre Canlili@inin Belirlenmesi

Bolim 2.2.10.2°de anlatildigr sekilde hiicre canliliginin belirlenmesi
calismalar1 gerceklestirilmistir. Sitotoksisite iizerine yapilan ¢aligmalarin sonuglar

Sekil 3.26 - Sekil 3.28’de verilmistir.

140
130
120
110 -
100 - -
£ o | K ] uS1-24
@ g | [ | mS224
€ 70 - = = 5624
w 60 - $1-80-24
S 50 N N o oE0y
z 20 | n B B 52-BOS-24
30 + = = N S6-B0OS-24
ig | | | B PRX-24
o] | | [ |
Kontrol 0.01 0.1 1 10
Paroksetin HCl (pug/mL)

Sekil 3.26. Caco-2 hiicre hattinda saf paroksetin, bos nanopartikiil formiilasyonlar1 ve S1, S2, S6

kodlu nanopartikiil formiilasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyonu sonundaki sitotoksik etkileri.
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Sekil 3.27. Caco-2 hiicre hattinda saf paroksetin, bos nanopartikiil formiilasyonlar1 ve S1, S2, S6

kodlu nanopartikiil formiilasyonlarinin 48 saatlik inkiibasyonu sonundaki sitotoksik etkileri.
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Sekil 3.28. Caco-2 hiicre hattinda saf paroksetin, bos nanopartikiil formiilasyonlar1 ve S1, S2, S6

kodlu nanopartikiil formiilasyonlarinin 72 saatlik inkiibasyonu sonundaki sitotoksik etkileri.

3.7.2. Permeabilite Calismalari

Permeabilite  caligmalar1  Bolim  2.2.10.3’te  aciklandigi  bi¢imde

gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 3.29°da, permeasyon ¢alismasina ait

goriintliler Sekil 3.30°da sunulmustur.
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Sekil 3.29. Rodamin B yiiklii nanopartikiillerin Caco-2 hiicre hattinda permeasyon verilerine ait

grafik.

Sekil 3.30. Rodamin B yiiklii nanopartikiillerin Caco-2 hiicre hattinda permeasyon ¢aligmasina ait

goriintiiler (a:Rodamin B yiiklii nanopartikiil igeren Transwell® insert, b: Akseptor bolge iistiinde
Transwell® insert, c¢: permeabilite galisma sonucunda alt bdlgeye gecebilen Rodamin B yiiklii
nanopartikiil).
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4. TARTISMA

Tezin bu bolimiinde, tez ¢alismasi boyunca yiiriitilen deneylerin ve bu
deneylerden elde edilen verilerin degerlendirmesi yapilacak ve sonuglar literatiir

karsilastirmalariyla tartisilacaktir.

4.1. Paroksetin  Hidrokloriiriin  Ozelliklerine  Ait  Bulgularin

Degerlendirilmesi

Saf paroksetin hidrokloriiriin DSC analiziyle elde edilen ve Sekil 3.5°te
sunulan termograminda etkin maddemizin yaklasik 120°C’de ekzotermik tepe
noktasi verdigi ve bu pikin paroksetinin erime noktasi ile (Germann ve ark., 2013) ve

literatiirle uyumlu oldugu gézlenmistir (Silva ve ark., 2021).

Boliim 2.2.2°de agiklandigi gibi paroksetin hidrokloriiriin miktar tayini i¢in
uygun yontem olarak UV-goriiniir Spektrofotometresi ile analiz yontemi segilmistir.
Paroksetin hidrokloriiriin saf su ve pH 6,4 PBS ortamlarinda maksimum absorbans
gosterdigi spesifik dalga boyu (Amax) sirastyla Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de gosterildigi
gibi 293 nm ve 294 nm bulunmustur. Elde edilen dalga boylar literatiir ile uyumlu
bulunmustur (AlKandari, 2022; Parekh ve Mashru, 2020; Ravisankar ve ark., 2016;
Syed ve ark., 2010). Paroksetin hidrokloriiriin stok c¢ozeltileri 100 pg/mL
konsantrasyonda hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltilerin her birinden gerekli seyreltmeler
yapilarak 10-90 pg/mL araliginda konsantrasyonlarda 10’ar birimlik artiglarla 9
standart ¢Ozelti hazirlanmistir. Bu c¢ozeltiler kullanilarak yapilan analiz sonucu
Olgiilen absorbans degerleri kullanilarak kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir. Elde edilen
kalibrasyon denklemleri kullanilarak yapilan paralel analizlerle segilen analitik
(miktar tayini) prosediiriin validasyonunun degerlendirilmesi amaciyla ICH Q2R1
kilavuzu dogrultusunda; segicilik, dogrusallik ve araligi, kesinlik, dogruluk ve geri

elde, tayin ve teshis sinir1 degiskenleri incelenmistir.
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Dogrusallik ve araligini belirlemek amaciyla; paroksetin hidrokloriiriin saf su
ve pH 6,4 fosfat tamponu ortamlarinda elde edilen kalibrasyon denklemlerine ait
bilgiler Cizelge 3.1’ de verilmistir. Determinasyon katsayilar1 saf su ve pH 6,4 fosfat
tamponlu ortamlar i¢in sirasiyla 1 ve 0,9998 olarak bulunmustur. Degerlerin 1’ e
yakin olmasi1 konsantrasyon ile Olciilen absorbans arasinda dogrusal bir iliski

oldugunu ve elde edilen verilerin giivenilir oldugunu gostermektedir.

Dogruluk ve geri eldenin degerlendirilmesi i¢in yapilan ¢alismalarin verileri
Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’te sunulmustur. % bagil standart sapma degerleri saf su ve
pH 6,4 fosfat tamponu ortamlarinin her ikisi i¢in de %2’nin altinda ¢ikmistir. Bu da

kalibrasyon denklemi ile hesaplanan sonuglarin dogrulugunu kanitlamaktadir.

Kesinlik; tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik parametreleri ile degerlendirilmistir.
Saf su ve pH 6,4 fosfat tamponu ortamlarmin her ikisi i¢in de tekrarlanabilirlik
(Cizelge 3.5 — Cizelge 3.6) ve ara kesinlik (Cizelge 3.7 - Cizelge 3.8) % bagil
standart sapma degerleri %2 nin altinda bulunmustur. Bu da yontemin kesin sonuglar

verdigini gostermektedir.

Calismamizda kullanilan etkin madde ve yardimci maddelerin her iki
ortamdaki UV spektrumlarimin ¢akismamasi analitik yontemin etkin maddeye

ozglnliigiinii kanitlamaktadir.

Son olarak teshis ve tayin sinirlar1 her iki ortam ic¢in de hesaplanmistir.
Bulunan degerlerin (Cizelge 3.9) kalibrasyon denklemini belirlemek amaciyla segilen
en disiik konsantrasyon degeri olan 10 pg/mL’nin altinda ¢ikmasi kalibrasyon

araliginin etkin madde tayininde uygun oldugunu gostermektedir.

Analitik yontemin validasyon parametreleri degerlendirildiginde secilen
yontemin paroksetin hidrokloriir i¢in her iki ortamda da giivenilir, kesin ve dogru

sonuglar verdigi goriilmiistiir.
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4.2. Formiilasyon Gelistirme Calismalar:

Diinyada en yaygin goriilen mental hastalik olan ve en fazla yeti kaybina neden
olan depresyon; sadece duygusal a¢idan kisinin yasam Xkalitesini diistirmekle
kalmayip, baska ruhsal hastaliklara, kalp ve diyabet gibi bedensel hastaliklara da
zemin hazirlamakta ve hatta kisiyi intihara siiriiklemektedir (DSO, 2017; Kaur ve
ark.,2015; Trevino ve ark., 2020). Depresyonlu bireylerin tedavisi hem ikincil saglik
sorunlarmin yasanma olasiligin1 diisiirmekte hem de bireylere daha iyi bir yasam
sunmakta, boylece saglik sistemi Tlzerindeki yiikii azaltmaktadir. Giinlimiizde
antidepresan ilaglarla tedavi oral olarak siirdiiriilmektedir. Ancak depresyonla
miicadele eden hastalarin, oral antidepresan tedavisinde ge¢ yanit almalart nedeniyle
yaklasik olarak %50’sinin tedavinin ilk ii¢ ayimnda ilaglarimi biraktiklar1 tahmin

edilmektedir (Blier ve ark., 2009).

Depresyon tedavisini gii¢ kilan ana etken KBB’nin varligidir. KBB, tek sirali
beyin endotel hiicreleri ve bu hiicreler arasindaki siki baglantilardan meydana
gelmekedir (Kuo ve Wang, 2016). KBB, pek ¢ok molekiil i¢in mekanik ve fizyolojik
bir engel teskil ederek beyin homeostazini saglamaktadir (Sengel-Tiirk ve ark., 2007,
Serlin ve ark., 2015). Biiyiik molekiil agirlikli ve hidrofilik molekiillerin beyne gegisi
secgici gegirgen yapidaki KBB nedeniyle oldukca diisiikken (Patel ve ark., 2012),
diisiik molekiil agirlikli ve lipofilik molekiiller transmembran difiizyonla KBB’den
gecebilmektedir (Zeiadeh ve ark., 2018). Biiylik molekiillerin neredeyse tamaminin,
kiigiik molekiillerin ise %98’inden fazlasinin KBB’den gegcemedigi tahmin
edilmektedir (Zeiadeh ve ark., 2018). Bu da ilaglarin beyne ulasan miktarin
diisiirmektedir. Etkin bir tedavi saglayabilmek amaciyla biyoyararlanimi artirmak
gerekmektedir. Bu amagla girisimsel ve girisimsel olmayan yontemler
uygulanmaktadir (Khan ve ark., 2017; Choudhari ve ark., 2021; Wilson, 2019). KBB
varligt nedeniyle beyne ilacin dogrudan ulastirilabilmesi intraserebral veya
intraparenkimal uygulama gibi girisimsel yontemler gerektirmektedir. Ancak bu
yontemler oldukca pahali ve riskli oldugundan tercih edilmemektedir. Intranazal
uygulama ise; IV ve oral yollara kiyasla beyne dogrudan erisim saglamasi ile

karsimiza ¢ikmakta, ayrica girisimsel olmamasi nedeniyle tercih edilmektedir (Boche
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ve Pokharkar, 2017). Hizl1 etki baslangici, sistemik yan etki riskinin diisiik olmast,
karacigerde ilk ge¢is etkisinden kaginmasi, biyoyararlanimin periferal uygulamaya
gore daha yiiksek olmasi, hasta uyuncu gibi avantajlar sunan intranazal uygulama
norolojik hastaliklarin tedavisinde arastirmacilar i¢in gelecek vaad eden bir ¢alisma

konusu sunmaktadir (Aderibigbe, 2018; Patel ve ark., 2012).

Calismamizda model etkin madde olarak, antidepresan bir molekiil olan bir
selektif serotonin geri alim inhibitorii olan paroksetin hidrokloriir segilmistir.
Paroksetin hidrokloriir, major hepatik metabolizmaya ugramasi nedeniyle diisiik
biyoyararlanima sahip (tek dozda %50’ nin altinda), suda ¢ozintrligi 5,4 mg/mL,
partisyon katsayisi 3,95 olan, lipofilik amin yapida bir molekiildiir (Germann ve ark.,
2013; Thakkar ve ark, 2021; Yiiksel, 2007).

Burundan beyne ila¢ tasinmasi i¢in pek ¢ok farkl yapida ilag tasiyici sistem
kullanilmaktadir. Bunlarin iginde polimer ve lipit bazli nanopartikiiler sistemler
sagladiklar1 pek ¢ok avantaj nedeniyle dikkat ¢cekmektedir. Bu nedenle ¢calismamizda
depresyon tedavisi i¢in burundan beyne paroksetin hidrokloriir tasinmasi amaciyla
lesitin-kitosan ve PLGA/lesitin/kitosan bazli nanopartikiiler sistemler hazirlanmasi

planlanmistir.

Lipit kapli polimerik nanopartikiiler sistemlerin konvansiyonel partikiiler
sistemlere nazaran nazal boslukta daha uzun siire kalmalari, daha yiiksek penetrasyon
ve daha iyi stabilite gostermeleri gibi avantajlar sunmalarindan dolay1 ¢alismamizda

lipit kapli polimerik sistemlerle ¢alisilmistir (Rassu ve ark., 2016).

Pozitif yiike sahip oldugunu bildigimiz kitosan ile kaplanmis formiilasyonlar
nazal membrandaki negatif yiikli miisin ile etkilesime gecerek mukozada kalis siiresi
uzadig1 ve Kitosanin siki baglantilar1 geri doniisiimli olarak gegici bir siireligine

acmasindan dolayi ¢alismamizda polimerik materyal olarak kitosan tercih edilmistir.
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Kitosan; biyobozunur, biyouyumlu, pozitif ylike sahip, toksik olmayan,
mukoadhezif bir dogal polimerdir. Alkali ve nétral pH degerlerinde ¢oziinmeyen
kitosan, asidik pH’larda ¢ozlinmektedir (pKa 6,3) (Rassu ve ark., 2016). Mukusun
igerigindeki miisin (hayati polimerik, viskoelastik ve koruyucu bilesen) negatif yiikli
oldugundan; pozitif yiiklii nanopartikiiller ile elektrostatik etkilesime girmektedir. Bu
da lipit/kitosan nanopartikiillerin mukoadheziv 6zelliklerini ve dolayisiyla etkin
madde salim siiresini uzatabilmek icin epitel yiizeyde kalma siiresini artirmaktadir
(Alkholief, 2019). Ayrica kitosan, nazal boslukta bulunan suyu absorbe ederek jel
benzeri bir yapt olusturmakta, bdylece mukozada kalis siiresini artirmaktadir. Bu
Ozelliklerinin yani sira siki baglantilart geri doniisiimlii acarak ektsraselliiler
tasinmay1 artirmaktadir. Kitosanin molekiil agirhigindaki artis miisin tabakasina
penetrasyonunu, deasetilasyon derecesindeki artis ise pozitif yiik yogunlugunu
artirmaktadir. Biitiin bunlar kitosanin mukoadhezif 6zelligini artirmaktadir (Rassu ve
ark., 2016). Boylece beyne ulasan ila¢ miktarinda artis beklenmektedir (Tong ve ark.,
2017).

Lesitin, biyouyumlu ve giivenilir, fosfolipid karisimindan olusan bir yardimei
maddedir. Pozitif yiikli kitosan ile negatif yiiklii lesitin arasinda iyonik jellesme
yontemiyle kendiliginden nanopartikiiller olusmaktadir (Uppuluri ve ark., 2021).
Lesitin-kitosan nanopartikiiller, enkapsiile edilen etkin maddenin disar1 sizmasinin
engelledigi ve yliksek enkapsiilasyon etkinliginin saglandigi basarili sonuglar
vermektedir. Ayrica kitosan ile kaplanan lesitin nanopartikiiller etkin maddenin
salimmi kontrol etme ve daha iyi fizikokimyasal stabilite sunma avantajlarini
saglamaktadir (Valencia ve ark., 2021a). Bu nedenle ¢alismamizda lesitin-kitosan

nanopartikiiller igerisinde etkin maddemizin enkapsiile edilmesi tercih edilmistir.

4.2.1. Kitosan Bazh Nanopartikiil Formiilasyonlarin Degerlendirilmesi

Polisakkarit ve lipit bazli sistemler biyouyumluluklari, biyoparcalanabilirlikleri
ve giivenli olmalari nedeniyle nanopartikiillerin hazirlanmasinda siklikla tercih

edilmektedirler. Polisakkarit-lipit bazli sistemlere iyi bir 6rnek olusturan lesitin-
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kitosan bazli nanopartikiiller araciligi ile hem lipidik sistemlerin stabilitesi
artirtlmakta hem de katyonik yiikli kitosan varligi sisteme mukoadezif 6zellik
kazandirmaktadir (Sonvico ve ark., 2006). Elde edilen bu 6zellik ise burundan beyne

ila¢ tasima i¢in onemli bir iistlinliik olusturmaktadir.

Literatiirde, polimerik nanopartikiiler sistemlerin liretimine yonelik yapilan
calismalar incelendiginde pekg¢ok farkli yontemin bulundugu goriilmektedir. Nazal
yoldan beyne hedeflendirilen polimerik nanopartikiiler sistemlerin {iretiminde
cogunlukla iyonik jellesme, emiilsiyon/¢Oziicii buharlastirma, emiilsiyon capraz
baglama ve pilskiirterek kurutma yontemleri kullanilmaktadir (Casettari ve Illum,
2014; Wang ve ark., 2008; Wilson ve ark., 2021). Calismamizda, lipit-kitosan bazli
nanopartikiil formiilasyonlarinin iretiminde literatiirlerde belirtilen ve iyi bilinen
iyonik jellesme yontemi kullanilmistir. Nanopartikiillerin olusumunda pozitif yiiklii

kitosan ile negatif yiiklii lesitinin ¢apraz baglanmasi anahtar rol tistlenmistir.

Onformiilasyon calismalarinda kitosan bazli nanopartikiil formiilasyonlarinin
tiretiminde paroksetin hidrokloriiriin ilk olarak lesitin ¢dzeltisinde mi yoksa DMA
kitosan c¢ozeltsinde mi c¢oziinmesinin daha iyi sonu¢ verecegi arastirilmis ve
paroksetin hidrokloriiriin lesitin ¢ozeltisine karistirildiktan sonra DMA  kitosan
cozeltisine damla damla ilave edilmesi ile daha iyi sonug¢ elde edilmistir.
Formiilasyonlarin iiretimine bu sekilde devam edilmis ve F1 kodlu formiilasyon

kiyaslamalarda kullanilmamuistir.

Calismada oOncelikle kullanilan farkli etkin madde miktarlarimin elde edilen
nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri tizerine etkisi incelenmistir. Bu amacla;
1, 2 ve 5 mg paroksetin hidrokloriir yiiklii nanopartikiiller iiretilmis ve sonuglar
Cizelge 3.10°da verilmistir. Artan paroksetin hidrokloriir miktarinin etkin maddenin
pozitif yiikii nedeniyle kitosan ve lesitin arasindaki ¢apraz baglanmayi etkiledigi ve
partikiil biiytikliigiiniin 6nemli 6l¢iide diismesine neden oldugu goriilmiistiir. Bunun
yaninda 1 mg etkin madde kullanildiginda artan lesitin-kitosan etkilesimleri
nedeniyle hem liretim verimi artmis hem de etkin maddenin enkapsiilasyon etkinligi

yiikselmistir.
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Formiilasyonlarin ~ hazirlanmasi1  sirasinda  kullanilan  L:K  oraninin
nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri tizerindeki etkisini incelemek amaciyla
5:1, 10:1, 20:1 ve 40:1 L:K oranlarinda tiretimler yapilmis, sonuglar Cizelge 3.11’°de
sunulmustur. L:K oraninin enkapsiilasyon etkinligi lizerindeki etkisi incelendiginde
enkapsiilasyon etkinliginin %25,677 ile %14,571 arasinda degistigi ve lesitin orani
10:1’den 40:1°e dogru arttik¢a azaldig1 goriilmiistiir. Hidrofilik 6zellikli paroksetin
hidrokloriiriin ~ enkapsiilasyon etkinligindeki bu azalmanin sistemin artan
hidrofobisitesine bagli olarak gerceklestigi diisiiniilmektedir. Bunun yaninda
kullanilan en diisiik L:K orani olan 5:1 oraninda kitosanin (F12 kodlu formiilasyon)
yeteri kadar capraz baglanamamasi sonucu nanopartikiil olusumu saglanamamustir.
Diger yandan artan lesitin oranina karsilik zeta potansiyel degerlerinde dnemli bir
degisiklik olmazken, cekirdekteki lesitin miktarinin artisina bagl olarak partikiil
biiyiikliigiiniin arttigi  gozlenmistir. Elde edilen sonuglar diger arastirmacilarin

calisma sonuglariyla uyumlu bulunmustur (Hafner ve ark., 2009; Sonvico ve ark.,
2006).

Calismamizda, etkin madde ve L:K orani sabit tutulup, DMA kitosan ¢6zeltisi
lizerine su ve pH 6,4 fosfat tamponu gibi farkli iki ortam ilave edilip ortamin final
pH’s1 6,4°e ayarlandiginda bulunan sonuglar Cizelge 3.12’de yer almaktadir. pH 6,4
fosfat tamponlu ortamda %73,686 enkapsiilasyon etkinligi elde edilirken, saf su
ortam pH’s1 degistirildiginde etkin maddenin neredeyse hi¢c (%2) enkapsiile
edilmedigi gozlenmistir. Ayrica pH 6,4 fosfat tamponlu ve saf su ortamlarinda
sirastyla 122,0 ve 337,7 nm partikiil bliyiikliiglinde nanopartikiiller elde edilmistir.
Ortamin enkapsiilasyon etkinligi ve partikiil bliyiikliigli tizerinde 6nemli derecede

etkisi oldugu gozlenmistir.

Paroksetin hidrokloriiriin sudaki ¢oziiniirliiglinlin pH’ya bagimli oldugu
bilgisine dayali olarak dispersiyon ortami pH’sinin paroksetin hidrokloriir yiikli
nanopartikiiller lizerine etkisinin incelenmesi amaciyla dispersiyon ortaminin pH’s1 3
farkl1 degere ayarlanmistir. Paroksetin hidrokloriiriin ¢oziiniirliigiiniin pH arttikca
onemli 6l¢iide azaldigi bildirilmistir (Germann ve ark., 2013; Yang ve ark., 2018).

Bu nedenle 1 mg Paroksetin hidrokloriir kullanilarak DMA Kitosan ¢ozeltisi lizerine
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ilave edilen pH 6,4 fosfat tamponlu dispersiyon ortaminin pH’st 5,5, 6,5 ve 7,5’e
ayarlanarak paroksetin hidrokloriiriin dispersiyon ortamindaki ¢oziliniirliigliniin
azaltilmast ve bdylece enkapsiilasyon etkinliginin artirilmasi amaglanmistir.
Beklenildigi lizere paroksetin hidrokloriiriin enkapsiilasyon etkinligi pH 5,5’ten 6,5’¢
kadar artirildiginda %1,044’den %55,535’e yiikselmis ancak pH’nin daha fazla
artirllmasi enkapsiilasyon etkinliginde diisiise yol agmistir. Bunun yaninda her {i¢
nanopartikiil formiilasyonunun da zeta potansiyeli, kullanilan pH degerinin kitosanin
izoelektrik noktasinin tizerinde olmasi ve kitosanin azalan pozitif yiikii nedeniyle

negatif bulunmustur.

Yapilan degerlendirmeler neticesinde hazirlanan kitosan bazli nanopartikiil
formiilasyonlar1 i¢inde en iyi sonuclar F6 kodlu formiilasyona ait ¢ikmistir. 2 mg
etkin madde, 20:1 L:K orani, pH 6,4 fosfat tamponlu dispersiyon ortaminda %73,686
oraninda enkapsiilasyon etkinligine sahip, 122,0 + 1,94 nm biyiikligiinde
nanopartikiiller iiretilmistir. Formiilasyonlarda dispersiyon ortaminin pH’s1 nedeniyle
negatif yiizey yiikiine sahip nanopartikiiller elde edilmistir. Nazal mukozada miisin
ile etkilesime gegebilecek pozitif yiizey yliklii nanopartikiiller tiretebilmek icin farkl

bir polimer arayisina gecilmistir.

4.2.2. PLGA Nanopartikiil Formiilasyonlarin Degerlendirilmesi

Calismamizda hem enkapsiilasyon etkinligini artirmak hem de pozitif yiizey
yiiklii nanopartikiiller elde edebilmek amaciyla sentetik bir polimer olan PLGA
(M.A.:30-60 kDa, 50:50) ile nanopartikiillerin hazirlanmasina karar verilmistir.
PLGA, laktik ve glikolik asit bilesiminden olusan hidrofobik bir sentetik polimerdir.
FDA tarafindan onaylanmis, biyouyumlu, biyolojik olarak pargalanabilir,
giivenilirligi kanitlanmis olan bu polimer, polimerik nanopartikiil tiretiminde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Pinto ve ark., 2022). Farkli 6zellikteki etkin maddelerin
enkapsiilasyonuna izin veren, nispeten basit ve son iiriin 6zelliklerinin modifiye
edilebildigi liretim yollar1 ile nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasi i¢in farmasotik

alanda siklikla arastirilmaktadir.
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Toksik olmamasi ve bozunma {rlinleri olan laktik ve glikolik asit
monomerlerinin viicutta Krebs dongiisii ile metabolize edilmesi de PLGA’y1
nanopartikiil tiretiminde en ¢ok tercih edilen polimerlerden biri yapmaktadir (Pola ve
ark., 2019).

PLGA nanopartikiiller ¢oziici yer degistirmesi, emiilsiyon buharlagtirma,
nanopresipitasyon, emiilsiyon difiizyonu, tuzla ¢okeltme gibi degisik yontemlerle
iretilmektedir (Gomes ve ark., 2011; Pinto ve ark., 2022; Zhang ve ark., 2013).
Calismamizda PLGA bazl1 nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasi igin Gomes
ve ark. (2011) tarafindan uygulanan ¢ift emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma yontemi
kullanilmustir.  S/Y/S tipi ¢ift emiilsiyon olusturup ¢6ziicii buharlastirma metoduyla
paroksetin hirokloriir yiiklii PLGA bazli nanopartikiiller elde edilmistir. Emiilsiyon
olusturma sirasinda ylizey aktif madde olarak PVA kullanimi stabilizan gorevi
gormektedir. Ayrica koalesansi Onleyerek partikiil biiytikligini distirmektedir.
Partikiil biiyiikliigiinii azaltmada 6nemli bir nokta da sekonder emiilsiyon olusturma
stiresidir. Stirenin uzatilmasi partikiil biiylikliiglinii ve PDI’y1 azaltmaktadir (Zhang

ve ark., 2013).

PLGA nanopartikiillerin yan1 sira PLGA/lesitin nanopartikiillerin tiretiminde
cift emiilsiyonun yag fazma PLGA ile birlikte lesitin, PLGA/lesitin/kitosan
nanopartikiiller iiretilirken ise ¢ift emiilsiyonun dis su fazina belirli konsantrasyonda
kitosan eklenmigstir. Kitosanin amino grubunun protonasyonu dolayisiyla katyonik
dogas1 ve pH-duyarli 6zellige sahip olmasi, PLGA nanopartikiillerin kitosan kaplama
ile hem hiicresel aliminin hem de stabilitesinin artirilmasini saglanmaktadir (Pola ve
ark., 2019). PLGA nanopartikiiller negatif yiizey ylikiine sahip olduklar1 i¢in (Liu ve
ark., 2021a) partikiilleri kitosan ile kaplama tercih edilmistir.

Primer emiilsiyon yag fazi bilesenindeki degisikligin etkisini incelemek
amaciyla PLGA ve PLGA-lesitin hibrit nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlanmistir.
Sonuglar Cizelge 3.14’te yer almaktadir. S1 kodlu formiilasyon ile %59,669
enkapsiilayon etkinligine, -3,95 mV yiizey yiikiine ve 0,156 PDI degerine sahip
275,5 nm partikiil biiyiikliigiinde nanopartikiiller elde edilmistir. Uretim sonucu
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ulagilan partikiil bliylikliigii AlKandari’nin (2022) yaptig1 ¢aligma sonucu elde ettigi
bulguya yakinlik gostermektedir. S3 kodlu formiilasyon ile yapiya lesitin
katildiginda ise; partikiil bilyiikligiiniin 248,9 nm’ye distiigii, zeta potansiyelin
onemli Ol¢iide arttif1, enkapsiilasyon etkinliginin ise %59,669°dan %80,850’ye
yiikseldigi goriilmiistiir. Partikiil biiytikliigiindeki ufak diisiisiin lesitinin yilizey etkin
madde 6zelliginden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

PLGA-lesitin hibrit nanopartikiil formiilasyonlarda dis su fazi pH degerleri
degistirilerek bunun nanopartikiiller iizerindeki etkisi arasgtirilmis ve bu amagla pH
6,0, 7,5 ve 10,0’a ayarlanmistir. pH’daki artisla birlikte enkapsiilasyon etkinligi
%88,486’dan %80,850 ve %75,006’ ya diismiistiir. Bu sonuglara gore formiilasyon
caligmalarina enkapsiilasyon etkinligi daha yiiksek olan S2 formiilasyonu iizerinden

devam edilmistir.

Negatif ylizey yiikiine sahip PLGA-lesitin hibrit nanopartikiillerin miisin ile
etkilesimini  artirabilmek amaciyla nanopartikiillere pozitif yiizey yiiki
kazandirabilmek i¢in kitosan ile kaplama yapilmak istenmistir. Kullanilan kitosan
konsantrasyonu ve molekiil agirliginin nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri
tizerindeki etkisini arastirmak amaciyla diisiik ve yiiksek molekiil agirlikli kitosanlar
farkli konsantrasyonlarda (%0,1-0,2) sekonder emiilsiyon dis su fazi bilesimine dahil

edilerek kitosan kapli PLGA-lesitin hibrit nanopartikiil {iretimleri yapilmistir.

Kitosan kapli PLGA-lesitin hibrit nanopartikiiller ile PLGA ve PLGA-lesitin
hibrit  nanopartikiiller  karsilastirildiginda  partikiil ~ biiyiikliigiiniin =~ arttig1
gozlenmektedir. Ayrica nanopartikiillerin yiizey yiikiinli ifade eden zeta potansiyeli
de negatif degerlerden pozitife donmiistiir. Bu veriler baska calismalarda da ifade

edildigi iizere kitosan ile kaplamanin basarili bir sekilde gergeklestigini

gostermektedir (Alshetaili., 2021).

DMA kitosan kullanilan S5 ve S6 kodlu formiilasyonlarda kitosan
konsantrasyonunun %0,1’den %0,2’ye ¢ikarilmas1 ile enkapsiilasyon etkinligi

%71,07°den %77,144’e, zeta potansiyeli 21,8 mV’tan 23,4 mV’a, partikiil biiytikliigi
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ise 283,2 nm’den 336,2 nm’ye ¢cikmistir. YMA kitosan kullanilan S7 ve S8 kodlu
formiilasyonlarda Kitosan konsantrasyonunun %0,1°den %0,2’ye ¢ikarilmasi
sonucunda ise enkapsiilasyon etkinligi %64,354’ten %67,503 e, zeta potansiyeli 24,7
mV’tan 29,4 mV’a, partikiil biyiikligi de 354,5 nm’den 474,7 nm’ye ¢ikmustir.
Kullanilan kitosanin molekiil agirlig1 ve konsantrasyonundaki artisla birlikte partikiil
biiyiikliigii ve zeta potansiyeli degerinde artis gozlenmesi, kitosanin pozitif yiiklii
amino grubu ile PLGA’nin negatif yiiklii karboksil grubu arasinda hidrojen bagi
olusumu sonucunda kitosanin PLGA nanopartikiiller iizerine adosorbe oldugunu,
yani literatiirle uyumlu olarak kitosan ile kaplamanin basarili bir sekilde yapildigini
gostermektedir (Musumeci ve ark.,2014; Pitchika ve Sahoo, 2022; Suri ve ark.,
2021). Kullanilan kitosan konsantrasyonundaki artis sadece zeta potansiyeli ve
partikiil biiytlikliigiinde degil ayn1 zamanda PDI degerinde de artisa neden olmustur.
Bu durum Pandit ve ark. (2017) buldugu sonuglarla uyum gostermektedir. Ancak
%0,2 konsantrasyonda kitosan kullanilan S6 (DMA) ve S8 (YMA) kodlu
formiilasyonlar karsilagtirildiginda enkapsiilasyon etkinliginin DMA  Kitosan
kullanilan S6 kodlu formiilasyonda YMA kitosan kullanilan S8 kodlu formiilasyona
kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmektedir. PLGA igeren organik fazin viskozitesi
etkin maddenin sulu faza goclinii engelleyerek enkapsiilasyon etkinligni
artirmaktadir. Sulu fazda PVA ile birlikte kitosanin da bulunmasi bu fazin
viskozitesini artirmakta, bu da iki fazin ara ylizeyinde etkin madde yiiklenmesini
ortadan kaldirmaktadir. Boylece enkapsiilasyon verimliligi artmaktadir (Alshememry
ve ark., 2022). Formiilasyonlarin PDI degerleri partikiil biyiikligi dagiliminin
uygun oldugunu gostermektedir. Bulunan sonugclar literatiir ile uyum gostermektedir
(Alshetaili, 2021; Pitchika ve Sahoo, 2022). Kitosan iceren sulu fazin artan
viskozitesi nedeniyle kitosan kapli PLGA-lesitin hibrit nanopartikiillerin
hidrodinamik ¢ap1 artmis olabilir (Alshememry ve ark., 2022). Enkapsiilasyon
etkinligi ve zeta potansiyel degerindeki artis istenen bir 6zellik olmakla birlikte,
partikiil biiyiikliigiindeki artis arzu edilmemektedir. Biitun bunlar g6z Oniinde
bulunduruldugunda S kodlu formiilasyonlar igerisinde S1, S2 ve S6 kodlu

formiilasyonlar ideal formiilasyonlar olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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S8 kodlu formiilasyon hari¢ hazirlanan biitiin kitosan bazli ve PLGA bazlh
nanopartikiil formiilasyonlarinda PDI degeri 0,3’ten diisiik ¢ikmistir. PDI degerinin
0,3’ten diisiik olmasi formiilasyonun monodispers boyut dagilimi gdsterdiginin

kanitidir (Akel ve ark., 2021).

10-300 nm araliginda partikiil biiytikliigiindeki cesitli nanotasiyici sistemler
olfaktdor yolak aracilifiyla beyne c¢esitli molekiillerin ulastirilmast amactyla
tasarlanmaktadir  (Vitorino ve ark., 2019). Hazirladigimiz nanopartikiil
formiilasyonlarindan ileriki c¢aligmalarda kullanilacak olan S1 ve S2 kodlu
formiilasyonlarin partikiil biiytiklikleri 300 nm’nin altinda bulunmustur. S6

formiilasyonunun partikiil biiytikliigii ise 336 nm’dir.

4.3. Morfolojik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

Calismamizda formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinligi, zeta potansiyeli ve
partikiil buyiikligi gibi ozellikleri géz oOniline alindiginda S1, S2 ve S6 kodlu
formiilasyonlar se¢ilmis ve TEM analizleri bu formiilasyonlarda yapilmistir. Secilen
optimum formiilasyonlara ait TEM goriintiileri incelendiginde; piiriizsiiz, kiiresel ve
agrege olmamus partikiillerin elde edildigi goriilmektedir (Sekil 3.8). Malvern
Zetasizer Nano-ZS cihazi ile 6lgiilen partikiil biiyiikliikleri ile uyumlu sonuglar elde

edilmistir.

TEM gortintiilerinde, S1 kodlu PLGA bazli nanopartikiillerde daha kiiresel,
plirlissiiz bir yiizey elde edilirken, monodispers denilebilecek bir partikiil dagilimi
gozlenmistir. S2 kodlu lipid kapli formiilasyonlarda en distaki lipid tabaka koyu
renkli ¢eper seklinde goriintiilenmistir. S6 kodlu kitosan kapli nanopartikiil
formiilasyonlarin ise kitosan varligina bagli olarak daha heterojen bir ylizeye sahip
oldugu goriilmektedir. TEM goriintiilerinde kitosan varligi koyu renkli bir ¢eper
seklinde goriintiilenmistir. Elde edilen sonuglar literatiirler ile uyumlu bulunmustur

(Joshi ve ark., 2016; Sahu ve ark.,2021).
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4.4. Diferansiyel Taramalh  Kalorimetre (DSC) Bulgularimin

Degerlendirilmesi

DSC sonuglariin degerlendirmesi, nanotasiyici bir sistemde her bir bilesenin
endotermik ve ekzotermik mekanizmalarla fizikokimyasal kimliginin olusturulmasini
saglamaktadir. Nanotasiyici sistem igerisinde yer alan her bir bilesenin ayr1 ayr1 ve
nanotasiyicl sistemin biitiinliniin termal analizi; 1s1 kapasitesi, erime, yeniden
kristallesme, gazdan arindirma ve ayristirma asamalarmi termal 6zelliklerdeki
sapmalar ve benzerliklerle kiyaslayarak kalitatif tahmin yapabilmeyi saglamaktadir
(Sahu ve ark., 2021). Calismamizda kullanilan etkin maddemiz ile yardimci
maddeler arasinda bir etkilesim varsa bunu tespit edebilmek igin saf paroksetin
hidrokloriir, lesitin, kitosan, PVA, PLGA ve S6 kodlu kitosan kapli PLGA-lesitin
hibrit nanopartikiil formiilasyonunun DSC termogramlar1 ¢ekilmis ve Bolim 3.4 ve
Bolim 3.5.4’te verilmistir. Kitosanin 71,39°C ve 228,30°C’de endotermik pik verdigi
goriilmektedir. Bu veri literatiirle uyum gostermektedir (Sahu ve ark., 2021).
PLGA’nin (50:50) 61,81°C’de endotermik pik verdigi goriilmektedir. Cogu
biyopolimer gibi PLGA (50:50) da 31°C ve 53°C arasinda camsi gegis fazina sahiptir
ve 200°C’nin iizerindeki sicakliklarda bozunur. Raman ve ark. (2022) yaptiklar
calismada amorf PLGA polimerinin 37°C’de camsi gegis sicakligi gosterdigini
belirtmislerdir. Lesitinin 160,53°C ve 185,63°C’de iki endotermik pik verdigi
goriilmektedir. Literatiirlerde lesitinin kesin bir erime noktasi olmayan amorf bir
madde olmas1 nedeniyle belirgin bir endotermik veya ekzotermik pik vermedigi
sOylenmektedir (Brad ve ark., 2017; Liu ve ark., 2009). PVA’nin 164,17°C ve
185,75°C’de iki endotermik pik verdigi goriilmektedir. PVA’nin 185°C’de verdigi
pik Chandrakala ve ark. (2012) verisi ile uyum gostermektedir. Kitosan ve PLGA’nin
amin ve karboksil gruplar1 arasindaki intermolekiiler baglar ve iyonik etkilesimleri
giclii olmasi nedeniyle iiretilen nanopartikiillerde iki asamali bir bozunma
beklenmektedir. Bu durum nanopartikiillerin optimum diizeyde termal stabilite ve
enkapsiilasyon sergilediginin gostergesidir (Sahu ve ark., 2021). Paroksetin
hidrokloriire ait erime pikinin S6 kodlu formiilasyon termograminda goriinmemesi,
etkin madde ve yardimci maddeler arasinda bir etkilesim olmadigini, etkin maddenin

matris bir yap1 icerisinde homojen bir sekilde disperse edildigini disiindiirmektedir.
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Bu durum diger ¢alismalarla uyum gostermektedir (Alshetaili, 2021; Joshi ve ark.,
2016; Khater ve ark., 2021).

4.5. In Vitro Coziinme Hiz1 Verilerinin Degerlendirilmesi

In vitro ¢dzinme hizi analizi icin diyaliz membran ydntemi secilmistir
(Alshememry ve ark., 2022, Seju ve ark., 2011; Thakkar ve ark., 2021). In vitro
¢Oziinme hiz1 analizinde ilag uygulama bolgesi olarak secilen nazal bosluk pH’sina

yakin olmasi i¢in pH 6,4 fosfat tamponlu ortam se¢ilmistir.

Hazirlanan paroksetin  hidrokloriir yiiklii nanopartikiillerden salim hizi
profilinin calismamizin amacina uygun olup olmadigini incelemek i¢in saf paroksetin
hidrokloriir ¢ozeltisi ile formiilasyonlara ait ¢éziinme hiz1 verileri karsilagtirilmistir.
Saf paroksetin hidrokloriir ¢ozeltisinin hizli bir salim gostermesi beklenmektedir.
Buna karsilik nanopartikiiler sistemler igerisinde enkapsiile edilen etkin maddemizin

ise daha yavas ve uzun siireli bir salim profili ¢izmesi beklenmektedir.

Saf Paroksetin hidrokloriir i¢in pH 6,4 fosfat tamponlu ortamda in vitro
¢oziinme hiz1 tayini yapildiginda, 2 saatte etkin maddemizin %56,5’inin, 6 saatte ise

%65,8’inin ¢iktig1 goriilmiistiir.

Kitosan ~ bazli  nanopartikiil ~ formiilasyonlarinda,  formiilasyonlarin
fizikokimyasal 6zellikleri iizerindeki etkin madde miktari, L:K orani, dispersiyon
ortam1 pH’s1 gibi incelenen faktorlerin degisiminin ¢6ziinme hiz1 tizerindeki etkileri
de incelenmistir. Etkin madde miktarmnin etkisini degerlendirmek amaciyla iiretilen
F2, F3 ve F8 kodlu kitosan bazli nanopartikiil formiilasyonlarindan etkin madde ¢ikis
hiz1 kargilastirildiginda; 1 (F8) ve 2 (F3) mg paroksetin hidrokloriir kullanildiginda
¢ikis hizi hemen hemen ayni ilerlerken (sirasiyla ilk 2 saatte %27,928 ve %27,489,
24. saatin sonunda 955,092 ve %47,021) 5 mg (F2) paroksetin hidrokloriir
kullanilan formiilasyonda salim hizininin oldukga diistiigii (ilk 2 saatte %13,111, 24.

saatin sonunda %21,277) goriilmektedir. L:K oranm1 degistirilerek iiretilen
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nanopartikiillerin ¢6ziinme hizlar karsilastirildiginda 20:1 (F3) ve 40:1 (F4) L:K
oranlarindaki formiilasyonlar paralel bir sekilde sirasiyla ilk 2 saatte %27,489 ve
%31,917 oraninda, 24. saatin sonunda da %47,021 ve %52 oraninda salim yaparken,
10:1 (F5) L:K oraninda hazirlanan formiilasyon ilk 2 saatte %22,501 oran ile
digerlerinde daha az salim yapmis sonrasinda hizlanarak 24. saatin sonunda icerdigi
etkin maddenin %67,035’ini salmistir. pH 6,4 fosfat tamponlu dispersiyon ortaminda
hazirlanan F6 (pH 6,4) ve F10 (pH 7,5) kodlu nanopartikiil formiilasyonlarin
coziinme hiz1 grafikleri ilk 1 saatte artis (sirasiyla %14,404 ve %44,448) ardindan 2.
saatte kiigiik bir diisiis (%13,372 ve %41,875) ve 6. saate dogru tekrar artis (%21,229
ve %54,572) gostermektedir. F6 ve F10 kodlu formiilasyonlarn salim profilleri
benzerlik gostermekle birlikte F6 kodlu formiilasyonun salim oran1 F10’a kiyasla

oldukea diisiiktiir.

PLGA bazli nanopartikiil formiilasyonlarinda, primer emiilsiyon yag fazi
bileseni ve sekonder emiilsiyon dis su faz1 bilesenindeki degisimlerin ¢dziinme hizi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Sadece PLGA (S1) ve PLGA ile birlikte lesitin
iceren (S3) formiilasyonlardan etkin madde salim profilleri benzerlik gostermektedir.
PLGA ve PLGA-lesitin hibrit nanopartikiillerden paroksetin hidrokloriir salim hizi
sirastyla ilk 6 saatte %68,187 ve %57,84, 24. saatin sonunda %72,968 ve %72,226
bulunmustur. PLGA-lesitin hibrit nanopartikiillerde distaki lipid tabaka etkin
maddenin agi8a ¢ikmasinda ilk 6 saatte bir bariyer etkisi yaratmis ve salim hizi
PLGA bazli nanopartikiillere gore ilk 6 saatte daha diisiik bulunmustur. Incelenen bir
diger parametre de kullanilan kitosanin molekiil agirligi ve derisimi olmustur. DMA
kitosan i¢eren S5 (%0,1) ve S6 (%0,2) kodlu formiilasyonlardan ilk 6 saatte sirasiyla
%32,724 ve %24,956, 24. saatin sonuna dogru %85,078 ve %57,206 oraninda
paroksetin hidrokloriir ¢ikis1 goézlenmistir. YMA kitosan igeren S7 (%0,1) ve S8
(%0,2) kodlu nanopartikiil formiilasyonlarinda ise bu oranlar sirasiyla ilk 6 saatte
%39,007 ve %34,875, 24. saatin sonunda %53,98 ve %51,647’dir. Formiilasyonlarda
kullanilan kitosan konsantrasyonundaki artisin etkin maddenin ¢ikis oranini azalttigi
goriilmiistiir. Kitosan kapli PLGA bazli nanopartikiil formiilasyonlar1 ile
kaplanmamis nanopartikiil formiilasyonlarindan paroksetin hidrokloriir ¢oziinme hizi

grafikleri karsilastirildiginda; kaplanmamis formiilasyonlardan ilk 6 saatte hizli bir
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cikis sonrasi 24. saate dogru yavaslama gozlenirken, kaplanmis formiilasyonlardan
cikis hiz1 daha yavas gerceklesmekte ve 24. saatin sonuna dogru total salim orani
daha diisiik seviyede kalmaktadir. Bu durum literatiir ile uyum gostermektedir (Kaur
ve ark., 2018). Kitosan ile kaplamanin, yapilan diger ¢alismalarla uyumlu bir sekilde,
formiilasyonlardan baslangictaki hizli salimi1 ortadan kaldirdigi; ek olarak kitosan
kaplamanin varligi ve formiilasyondaki konsantrasyonunun artmasinin 24 saatin
sonunda total agiga cikan etkin madde miktarin1 da distrdiigi goriilmektedir

(Alshetaili, 2021; Pandit ve ark., 2017).

Saf paroksetin hidrokloriir ve PLGA / PLGA-lesitin hibrit nanopartikiil salim
profillerine kiyasla, kitosan igeren nanopartikiil formiilasyonlarindan daha yavas ve
uzun siireli bir salim gergeklesmektedir. De Lima ve ark. (2018) yaptiklari ¢alismada
belirttikleri lizere kitosanin fiziksel bariyer gorevi gérmesi ve kitosan ile etkin madde
arasinda giliglii bir etkilesimin varligi bu salim profilinin sergilenmesine neden

olmaktadir.

Asidik ortamda kitosan amino gruplart protonlanmis halde bulundugu icin
genellikle kitosan kaplanmis nanopartikiillerde bu kitosan tabakasi suda ¢oziinmekte
ve icte yer alan PLGA c¢ekirdeginden etkin maddenin diflizyonunu yavaslatma

yetenegini kaybetmektedir (Chronopoulou ve ark., 2013; Liu ve ark., 2021a).

Salim kinetiklerinin degerlendirilmesi

Biyolojik olarak parcalanabilen polimerlerin kullanildigi sistemlerde etkin
madde salim mekanizmasinda rol alan pek ¢ok faktér bulunmaktadir. Bu faktorler
arasinda polimer bilesimi, camsi gegis sicakligi, ortalama molekiil agirligi, pH, su
absorbsiyonu, omurga hidrofilikligi yer almaktadir. Polimerden etkin madde ¢ikisi
parcacik yiizeyinden desorbsiyon, polimerden difiizyon, polimer igerisindeki su dolu
kanallardan gecis ve polimerin erozyonu/bozunmasi/¢éziinmesi sonucu salinma gibi

mekanizmalarla gerceklesmektedir (AlKandari, 2022; Pandit ve ark., 2017).
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Yaptigimiz c¢alismadan elde edilen ¢oziinme hizi profilleri dogrusal
olmadigindan formiilasyonlar1 birbirleri ile kiyaslayabilmek i¢in salim kinetikleri
hesaplanmistir. Hesaplanan kinetik verilerinden en yliksek r* ve en digiik RMS
degerine sahip kinetik modelin formiilasyon i¢in en uygun model oldugu kabul

edilmektedir. Cizelge 3.17 ve Cizelge 3.18’de yer alan veriler degerlendirilmistir.

Kitosan bazli nanopartikiillerin salim kinetiklerine ait r* degerleri incelenmis,
birbirine ¢ok yakin 1 degerleri elde edildigi i¢in en diisiik RMS degerine sahip
kinetik model belirlenmistir. “F” kodlu tiim formiilasyonlarda Weibull kinetigine
uyum gozlenmistir. Tiim formiilasyonlarda sekil faktorii degerinin 0,75°ten kiigiik

olmasi nedeniyle Fick diflizyon mekanizmasiyla salim gosterdikleri belirlenmistir.

PLGA bazli nanopartikiillerin salim kinetiklerine ait parametreler
incelendiginde; her bir formiilasyonun farkli salim kinetigine uyum gosterdigi
belirlenmistir. S1 ve S3 kodlu formiilasyonlar Weibull kinetigine, S5, S6 ve S8 kodlu
formiilasyonlar Higuchi kinetigine, S7 kodlu formiilasyonun Korsmeyer-Peppas

kinetigine uyum sagladig: belirlenmistir.

Formiilasyonlara kitosanin ilave edilmesi ile etkin maddenin diflizyonla

¢ikisini agiklayan kinetiklere uyum artmastir.

Weibull kinetiginde 6nemli bir parametre olan sekil faktoriiniin 1°den kiiciik
olmasi baslangicta hizli bir salim sonrasinda basit birinci derece egri ile uyumlu

hizda platoya ulasildiginin bir kanit1 olabilir.

Higuchi kinetigine uyum saglayan formiilasyonlar ise etkin maddenin matriks

yapidan saliminin Fick diflizyon mekanizmasina uydugunu gostermektedir.
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4.6. In vitro Adhezyon Ozelligin Degerlendirilmesi

Tez calisma konusu olarak burundan beyne ila¢ uygulama amaciyla
nanopartikiiler —formiilasyonlar iiretmek ve bunlarin analizlerini yapmak
hedeflenmistir. ila¢ uygulama bolgesi olarak sectigimiz nazal boslukta adhezif
Ozelligi sayesinde ilacin kalma siiresinin artirilmasi dolayisiyla yliksek
biyoyararlanim elde edilmek amaglanmistir. Uretilen formiilasyonlarin amaclanan
hedefe ulasip ulasmadigmmin degerlendirilmesi i¢in in vitro adhezyon analizleri

yapilmistir. Bu analizler iki yontemle gerceklestirilmistir.

4.6.1. Tekstiir Analiz Cihaz ile Ol¢iim

Tekstiir Analiz cihazi ile adhezyon analizi mukoadhezyon 6zelligin tayini i¢in
en sik kullanilan yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yontemde temel prensip
kopma kuvveti ve adhezyon isi olarak adlandirilan kuvvet-mesafe egrisi altinda kalan
alanin Ol¢timiidiir (Woetrz ve ark., 2013). Kopma kuvveti ve adhezyon isi 6l¢iimii
icin en yaygin kullanilan cihazlar arasinda yer alan Tekstiir Analiz cihazi, diger
modifiye edilmis yontemlere kiyasla daha dogru ve tekrarlanabilir sonuglar
saglamaktadir (Alaei ve Omidian, 2021). Bu nedenle formiilasyonlarimizin

adhezifliginin tayininde bu yontem secilmistir.

Calismamizda bu analiz gergeklestirilirken mukoza yerine Whatman 42 filtre
kagidi kullamilmis ve ¢ift tarafli bant yardimi ile mukoadhezyon rig’ine
sabitlenmistir. Alt tablaya yerlestirilip pH 6,4 fosfat tamponu ile 1slatilan liyofilize
toz haldeki nanopartikiillere, cihazin iist kisminda yer alan miisin ¢ozeltisi ile
1slatilmis Whatman 42 filtre kagidi yapistirilmis P/10 probu 6nceden belirlenmis 0,98
N’luk kuvvet ile 180 saniye boyunca baski uygulamis ve bu siirenin sonunda 1 mm/s
hizla geri cekilmistir. Elde edilen bulgular Cizelge 3.19°da verilmistir. Kopma
kuvveti ve yapilan is ne kadar biiylikse formiilasyonun adhezif 6zelligi o kadar

fazladir.
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Beklendigi iizere kitosan miktar1 F6 kodlu formiilasyonda daha fazla oldugu
icin hem kopma kuvveti hem de adhezyon isi S kodlu formiilasyonlardan daha
yiiksek c¢ikmistir. PLGA bazli nanopartikiil fomiilasyonlarinda ise S1 en yiiksek
kopma kuvveti ile birlikte en diisiik adhezyon isine sahipken, kitosan i¢ceren S6 kodlu
formiilasyon adhezyon isi agisindan kitosan igermeyen S2 kodlu formiilasyona yakin
bir sonu¢ vermis; ancak kopma kuvveti daha diisiik ¢ikmistir. Bunun nedeninin
liyofilizasyon sonucu agrege olan nanopartikiillerin homojen dagitilamamasi ve

1slatilamamasindan kaynaklanan deneysel bir hata oldugu diistiniilmektedir.

4.6.2. Zeta Potansiyeli Ol¢iimii

Tekstiir Analiz cihazi ile yapilan in vitro adhezif 6zellik tayinini desteklemek
icin yaygin olarak kullanilan bir diger yontem olan zeta potansiyeli 6l¢iimii (indirekt
metot) segilmistir. Takeuchi ve ark. (2005) yaptiklar1 bir ¢alismada hazirladiklari
misin siispansiyonlarmi polimer ¢ozeltileri (kitosan, karbopol) ile karigtirmis ve
misin partikiillerinin yiizey yiikiindeki degisimi 6l¢gmiislerdir. Kitosan ile muamele
edilen miisin partikiillerin zeta potansiyelinde artis gozlenmistir. Kitosanin
konsantrasyon ve molekiill agirligindaki artisin zeta potansiyeli artisini da

beraberinde getirdigi gézlenmistir.

Biz de calismamizda benzer bir yontemle; belirli konsantrasyonda hazirlanan
miisin ¢ozeltisinde liyofilize toz haldeki nanopartikiil formiilasyonlar: disperse etmis
ve inkiibatorde ¢alkalanmaya birakilip belirli zaman araliklarinda alinan numunelerin
zeta potansiyelleri 6l¢iilmiistiir. Elde edilen bulgular Cizelge 3.20’de verilmistir.
Kitosan kapli PLGA bazli nanopartikiil formiilasyonlarinda pozitif yiikli kitosan ile
negatif ylkli miisin arasindaki adhesiv etkilesimler neticesinde kitosan kapl
nanopartikiillerin zeta potansiyelinde zamana bagli olarak anlamli bir degisim
gerceklesmesi beklenmistir. Beklenen degisim S6 kodlu formiilasyonda 2. saatin
sonunda gerceklesmistir. Chatzitaki ve arkadaslar1 (2020) PLGA ve kitosan kapli
PLGA formiilasyonlarinin mukoadhezif 6zelliklerini tez ¢aligmamizda oldugu gibi

partikiillerin miisin adsorpsiyon kapasitesi araciligi ile degerlendirmisler ve
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calismamiza paralel sekilde miisin varliginin kaplanmamis PLGA nanopartikiillerin
zeta potansiyeli lizerinde anlamli bir etkisi olmadigini, buna karsilik kitosan kapl
PLGA nanopartikiillerin zeta potansiyelinde biiyiik bir degisiklik gergeklestigini
gostermislerdir. Bu durumu ise miisinin negatif yiiklii sialik asit gruplar ile kitosanin

pozitif yiiklii amin gruplar arasindaki etkilesime baglamislardir.

Kitosan bazli F kodlu formiilasyonlarda da ayni sekilde zeta potansiyeli
degerlerinde degisiklik gerceklesmistir. Akel ve ark. (2021) yaptiklar1 bir ¢calismada
indirekt metot ile zeta potansiyeli 6l¢iimii yapmis ve pozitif yilizey ylkiine sahip
kitosan kapli kat1 lipid nanopartikiilerin miisinin negatif yiikiini pozitife
dondirdiigiinii  dolayisiyla etkilesimin varligim1  kanitlamiglardir. Negatif yiikli
kaplanmamis kati lipit nanopartikiiller ile PLGA nanopartikiillerin ise kitosan kapl
nanopartikiiller kadar olmasa da miisin ile etkilesime gectigini ve ylizey yiikiinii
azalttiklarint ~ gostermislerdir.  Pozitif ylizey yiikiine sahip kitosan kaplh
nanopartikiillerle miisin arasinda iyonik bag olusurken, negatif yiikli
nanopartikiillerle miisin arasinda elektrostatik etkilesimler gergeklesmektedir. Elde
ettigimiz bulgular literatiir ile uyum gostermektedir. Kati lipid nanopartikiillerin -46
mV luk zeta potansiyeli, PLGA nanopartikiillerin -16 mV’luk zeta potansiyelinden
daha yiiksek oldugundan miisin ile elektrostatik etkilesimleri PLGA
nanopartikiillerden daha yiiksek olmasi beklenmektedir ve Onceki ¢alisma

sonuclartyla uyumlu bulunmustur (Akel ve ark., 2021).

4.7. Formiilasyonlarin Stabilite Verilerinin Incelenmesi

Lesitin yapisi itibariyle 25-40°C’de bozuldugu ve formiilasyon oda
sicakliginda saklamaya uygun olmadigr i¢in oda sicakliginda stabilite calismasi
yuritiilmemistir. 4°C” de yiiriitiilen stabilite calismalar1 sonucunda elde edilen zeta
potansiyeli, PDI ve partikiil biiylikliigi degerleri Cizelge 3.21°de verilmistir. S1
kodlu formiilasyonda partikiil biiyiikliigii azalirken, S2 ve S6 kodlu formiilasyonlarda
partikiil biiyiikliigli agregasyon nedeniyle artmistir. Zeta potansiyeli degerinde S1 ve

S2 kodlu formiilasyonlarda diisme gozlenirken, S6 kodlu formiilasyonda artig
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gozlenmistir. Kitosan kapli nanopartikiillerde kitosanin biyoadhezif dogasi, nem
adsorbsiyonu ve sisme 6zelligi nedeniyle agregasyon sonucu partikiil biiyiikliigiinde
artis gozlenmistir. Bulgular literatiir ile uyum gostermektedir (Alshememry ve ark.,

2022).

4.8. Hiicre Kiiltiirii Caliymalarinin Degerlendirilmesi

4.8.1. MTT Yontemi ile Hiicre Canliigimin Belirlenmesi

Boliim 2.2.10.2°de anlatildigi sekilde yiiriitiilen sitotoksisite calismalarinin
bulgulart Sekil 3.25 — Sekil 3.27’de sunulmustur. MTT yontemi ile saf etkin madde
ve paroksetin yiiklii nanopartikiil formiilasyonlar1 ile bunlarin bos esdegerlerinin
Caco-2 hiicre hattindaki sitotoksik etkisi karsilastirilmistir. Daha uzun siireli etkinin
tespit edilebilmesi i¢in test sliresi 72 saat olarak belirlenmis ve 24., 48. ve 72.

saatlerde hiicre canliliklar1 belirlenmistir.

Paroksetin dozunun sitotoksisite iizerine etkisini belirlemek i¢in 0,01-10
pg/mL araliginda farkli konsantrasyonlarda paroksetin hidrokloriir ve buna es deger
miktarda nanopartikiiller ile calisilmigtir. Paroksetin hidrokloriiriin hiicre canliligin
belirleme galismalarinda 24. saatte doza bagl bir sitotoksisite goriilmemekle birlikte

48. ve 72. saatlerde doza bagl sitotoksisite goriilmiistiir.

Analizde kullanilan tiim formiilasyonlarin ve dozlarin test sonuglar1 24., 48. ve
72. saatlerde hiicre canliliginin %80’in altina inmedigini goéstermistir. Bu da
belirlenen  konsantrasyonlarda  paroksetin  igeren  se¢ilen  nanopartikiil
formilasyonlarmin sitotoksik etkili olmadigin1 gdstermektedir. Ayrica bos
nanopartikill formiilasyonlarinin uygulandig hiicrelerde canliligin %80’in iizerinde
stirdliriilmesi formiilasyonda kullanilan etkin madde disindaki maddelerin toksik

olmadigin1 gostermektedir (Joshi ve ark., 2016; Patel ve ark., 2019b). Elde edilen
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veriler dogrultusunda gelistirilen formiilasyonlarin paroksetin hidrokloriiriin nazal

uygulamasi i¢in giivenli oldugu sonucuna varilmistir (Karavasili ve ark., 2016).

4.8.2. Permeabilite Calismalari

Bolim 2.2.10.3’te agiklandigi bigimde yiiriitiilen permeabilite ¢alismalarinin
bulgulart Sekil 3.28 ve Sekil 3.29’da sunulmustur. Nanopartikiillerin Caco-2 hiicre
hattindan permeasyonunda zeta potansiyeli onemli bir parametredir. Pozitif yilizey
yiikii hiicre zar ile etkilesimi, dolayisiyla permeasyonu artirmaktadir. (de Lima ve
ark., 2018; Shi ve ark., 2015).

Elde edilen bulgulara gore en yiikksek permeasyonun S6 kodlu kitosan kapli
nanopartikiiller araciligiyla gerceklestigi, bunu ise sirasiyla S2 kodlu lesitin kapli ve
S1 kodlu kaplanmamis formiilasyonun takip ettigi gorilmiistiir. Bu sonuglar ise in

vitro adezyon testleri ile paralellik gostermistir.

PLGA nanopartikiillerin yilizeylerinin lipitlerle kaplanmasinin, lipit kaplamanin
hiicresel membranlarla olan etkilesimi artirmasina bagli olarak nanopartikiillerin
hiicresel alimin1 ve membranlardan gecisini artirdigt cesitli  calismalarla
kanitlanmistir (Bose ve ark., 2016). Calismamizda da daha 6nceki literatiir verilerine
uygun olarak lesitin kapli S2 formiilasyonunun kaplanmamis S1 formiilasyonuna
oranla daha fazla miktarda floresan maddenin Caco-2 hiicre tabakasindan gegisini

sagladig1 goriilmiustiir.

Diger yandan incelenen tiim zaman noktalarinda kitosan kapli S6 kodlu
nanopartikiillerin diger formiilasyonlar ile kiyaslandiginda floresan maddenin
permeasyonunu istatistiksel olarak anlamli oranda artirdigi = gorilmiistiir.
Formiilasyonun ylizeyinde bulunan pozitif yiiklii kitosan kaplama, negatif yiikli
hiicre zar1 ile etkilesime geg¢mektedir. Sonuglar formiilasyonlardan beklendigi

sekilde gelmistir. Bruinsmann ve ark. (2019) simvastatin yiikli kaplanmamis
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nanokapsiiller ile kitosan kaplanmis nanokapsiillerin permeabilite tizerindeki etkisini
karsilastirmis ve gergeklestirdigimiz calisma ile benzer sekilde kitosan kaplamanin
etkin maddenin nazal mukoza modelinden permeasyonunu énemli dl¢lide artirdigina,
ayn1 zamanda kitosanin mukoadhesiv Ozelliklerinin permeasyon artisina katkida

bulundugunu gostermislerdir.

Formiilasyonlardan beklendigi iizere, pozitif yilizey yiiklii S6 kodlu kitosan
kapli PLGA-lesitin hibrit nanopartikiil formiilasyonu negatif yiiklii hiicre zarma
yiiksek adhezyon gosterirken; negatif yilizey yiikiine sahip S1 kodlu PLGA
nanopartikiil formiilasyonu ve S2 kodlu PLGA-lesitin hibrit nanopartikiil
formiilasyonlar1 ile negatif yilizeye sahip hiicre zar1 arasinda elektrostatik itme
kuvvetleri nedeniyle nanopartikiillerin hiicre i¢ine alim1 engellendigi i¢in daha zayif
bir renk degisimi goézlenmistir (Bessone ve ark., 2020; Dyawanapelly ve ark., 2016;
Esim ve ark., 2022; Hamedinasab ve ark., 2020; Takeuchi ve ark., 2019). Pitchika ve
Sahoo (2022) da kaplanmamis negatif yiiklii nanopartikiillerle karsilagtirildiginda,
nanopartikiillere yapilan Kitosan ile yiizey kaplama modifikasyonunun negatif yiikli

hiicrelerle etkilesimi artirdigini géstermislerdir.

Kitosanin pKa degerine yakin pH degerlerinde kitosan nanopartikiillerin tek
tabakali Caco-2 hiicre hattinda transepitelyal elektriksel direngte meydana
getirdikleri ani dramatik diisiis, siki baglantilarin agildigini géstermektedir (Yu ve
ark., 2013). Paraseliiler yol araciligiyla iyon ve su gegisi transepitelyal elektriksel
direnci diisiirmektedir (Lin ve ark., 2005). Boylece etkin maddenin paraseliiler yol
araciligiyla pasif diflizyonu sonucu permeasyon artmaktadir. Zamanla direng artsa da
ortamda Kitosan varligina bagli olarak ilk degerine ulasmamaktadir (Lin ve ark.,
2005). Bu bilgi kitosan kapli S6 kodlu nanopartikiil formiilasyonunda neden daha
yiiksek permeasyon gozlendigini agiklamaktadir. Negatif ylizey yiikiine sahip
nanopartikiiller ise siki baglantilarin ac¢ilmasi {izerinde herhangi bir etkiye sahip

degildir (Lin ve ark., 2005).
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5. SONUC VE ONERILER

Tez galismamizda diinya genelinde engelliligin 6nde gelen nedenlerinden biri

olan depresyon tedavisinde kullanilmak iizere burundan beyne ulagtirmak iizere

paroksetin  hidroklorlir ~yiiklii nanopartikiiler formiilasyonlarin tasarlanmasi

amaclanmistir. Elde edilen sonuclar asagida yer almaktadir.

Paroksetin hidrokloriiriin saf su ve pH 6,4 fosat tamponlu ortamlarda
UV spektrofotometre ile miktar tayini yontemi gelistirilmis ve bu

yontemin giivenilir, dogru ve kesin sonuglar verdigi kanitlanmistir.

Iyonik jellesme yontemi ile lesitin-kitosan hibrit nanopartikiiler
formiilasyonlar iiretilmis ve etkin madde miktari, L:K orani, DMA
kitosan ¢ozeltisi lizerine ilave edilen ortamin tiirli, final ortam pH’s1
parametrelerinin nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii, zeta potansiyli,
enkapsiilasyon etkinligi lizerinde etkisi oldugu bulunmustur. Lesitin-
kitosan hibrit nanopartikiil formiilsayonlar1 iginde F6 kodlu
formiilasyon 122,0 + 1,94 nm partikiil biytkligi ve %73

enkapsiilasyon etkinligi ile optimum formiilasyon olarak se¢ilmistir.

Cift emiilsiyon olusturma — ¢6ziicli buharlastirma yontemi paroksetin
yiiklii PLGA bazli nanopartikiil formiilasyonlar basarili bir sekilde
tretilmistir. Partikiil biyiikliigii, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon
etkinligi iizerinde formiilasyonlarda kullanilan lesitin ve kitosanin
(DMA/YMA - %0,1-0,2 kosantrasyonlarda) etkili oldugu tespit
edilmistir. PLGA bazli nanopartikiil formiilasyonlar i¢inde S1, S2 ve S6

kodlu formiilasyonlar optimum formiilasyonlar olarak belirlenmistir.

Hazirlanan nanopartikiill formiilasyonlarinin yiiriitiilen stabilite
calismalar1 sonucunda 4°C’ de 6 ay stabil bir sekilde saklanabildikleri
tespit edilmistir.
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Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarindan en iyi sonuglar1 saglayan
S1, S2 ve S6 kodlu formiilasyonlar i¢in hiicre kiiltiirii c¢alismalari
yapilmistir. Paroksetin hidrokloriiriin  hiicre canliligin1  belirleme
calismalarinda 24. saatte doza bagli bir sitotoksisite goriillmemekle
birlikte 48. ve 72. saatlerde doza bagli sitotoksisite goriilmiistiir.
Paroksetin hidrokloriir yiiklii nanopartikiil formiilasyonlar1 ile bunlarin
bos esdegerlerinin ise Caco-2 hiicre hattinda 24, 48 ve 72. saatlerin

sonunda sitotoksik etkisi olmadig1 gézlenmistir.

Hiicre kiiltiirii permeabilite ¢alismalarinda kitosan kapli PLGA-lesitin
hibrit nanopartikiillerin diger nanopartikiiler formiilasyonlara nazaran
Caco-2 hiicre hattinda daha basarili bir sekilde permeasyon gosterdigi

tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak, hazirlanan nanopartikiiler formiilasyonlar {izerinde
yapilan tiim analizler sonucunda S6 kodlu kitosan kapli PLGA-lesitin
hibrit nanopartikiil formiilasyonu hedeflerimize uygun sonuglar
vermistir. Calismamizin devami olarak S6 kodlu formiilasyonun kronik
depresyonla uyarilmis hayvan modellerinde in vivo deneyleri yapilarak

etkinliginin degerlendirilmesi diistiniilmektedir.
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OZET

Burundan Beyne fla¢ Uygulamalan icin Ila¢ Tasiyicn Sistemlerin Gelistirilmesi ve In
vitro Degerlendirilmesi

Bireyin hayat kalitesini diistiren, hem duygu ve disiince hem de davranig
bozukluklarina yol acan bir duygu bozuklugu olan depresyon diinya ¢apinda yaklasik 265
milyon insani etkileyen bir hastaliktir. Depresyon tedavisine yonelik ilaglarin ¢ogu, cesitli
mekanizmalarla sinapslarda monoaminlerin kullanilabilirligini artirmaktadir. Bununla
birlikte, antidepresanlarin terapdtik etkinligi, beyindeki etki bolgesinde siirekli ve uzun siireli
mevcudiyetlerine baglidir. Gilinimiizde antidepresanlar genellikle oral yol ile
kullanilmaktadir. Ancak istenen etkiyi elde etme yolunda bir¢ok engele sahiptir. Bunlar;
diisiik emilim, karacigerden ilk gecis etkisine bagli zayif biyoyararlanim, ilag toksisitesi ve
doza bagli yan etkileri icermektedir. Ayrica depresyon hastalarinin tedavi siireclerinde
basarisizligin bir diger sebebi de ilaglarin merkezi sinir sistemine iletilmesini 6nleyen kan
beyin bariyerinin varligidir.

Intranazal uygulamalar, tiim bu zorluklarin asilmasinda etkili ve uygulanabilir bir
alternatif olarak diistiniilmektedir. Burundan beyne dogrudan hedeflendirilen nanopartikiiler
ilag tastyici sistemler etkin maddenin hedef bolgeye dogrudan hizli bir sekilde iletilmesini ve
dolayisiyla bu hastaliklarin tedavisinde etkinligin artirilmasini saglamaktadir. Bu tez
calismasinda; model bir etkin madde olarak secilen, selektif seratonin geri alim inhibitorii
olan paroksetinin, lipid-polimer bazli nanopartikiiler ilag tasiyict sistemleri hazirlanmustir.
Hazirlanan formiilasyonlarin karakterizasyonu, stabilitesi ve in vitro salim 6zellikleri tayin
edilerek optimum formiilasyonlar belirlenmistir. Saf etkin madde ve secilen paroksetin
iceren nanopartikiillerin sitotoksik etkileri ve permeabiliteleri Caco-2 hiicre hatt1 tizerinde
gerceklestirilen hiicre kiiltlirli galismalari ile degerlendirilmistir.

Anahtar sozciikler: Burundan beyne, Depresyon, Kitosan kapli PLGA, Nanopartikiil,
Paroksetin hidrokloriir
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SUMMARY

Development and in vitro evaluation of drug delivery systems for nose-to-brain drug
administration

Depression, a mood disorder, is an illness that affects approximately 265 million
people worldwide, resulting in reduced quality of life, and behavioral disturbances as well as
feelings and thoughts. Most drugs used to treat depression increase the availability of
monoamines at synapses by various mechanisms. However, antidepressants’ therapeutic
efficacy depends on their sustained and prolonged presence at the site of action in the brain.
Today, antidepressants are generally used orally. But there are many obstacles on the way to
achieve the desired effect. These include poor absorption, poor first-pass hepatic
bioavailability, drug toxicity and dose-related side effects. In addition, another reason for the
failure of the treatment process on patients with depression is the presence of the blood-brain
barrier, via preventing the transition of drugs to the central nervous system.

Intranasal applications are considered as an effective and feasible alternative to
overcome all these difficulties. Nanoparticulate drug delivery systems that are directly
targeted from the nose to the brain, ensure that the active substance is directly delivered to
the target area and thus increase the effectiveness in the treatment of these diseases. In this
thesis study; lipid-polymer-based nanoparticle drug carrier systems of paroxetine, a selective
serotonin reuptake inhibitér, which selected as a model active substance were prepared.
Optimum formulations were determined by determining the characterization, stability and in
vitro release properties of the prepared formulations. The cytotoxic effects and permeability
of pure active substance and selected paroxetine containing Nanoparticles were evaluated by
cell culture studies performed on the Caco-2 cell line.

Key Words: Chitosan coated PLGA, Depression, Nanoparticle, Nose-to-brain, Paroxetine
hydrochloride
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