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ONSOZ

Bu tez kapsaminda Humanin ve Donepezil HCI yiiklii SLN formiilasyonlar1
gelistirilmis, bu formiilasyonlar Apo-E ve Tf ile beyine hedeflendirilerek in vitro ve in
vivo olarak degerlendirilmistir. Bdylece hem etken maddelere bagli yan etkilerin
azalmasi hem de biyoyararlanimin artmasi ve hastaliga alternatif bir tedavi yontemi

gelistirilmesi amaglanmustir.

Bu tez ¢alismasinin planlanmasi, yiiriitiilmesi ve sonuglandirilmasinda yakin
ilgi ve destegini gordiiglim, lisaniistii egitimim boyunca tecriibesi ve bilgisiyle bana
her daim yol gosterici olan, ¢aligkanligina ve azmine hayran oldugum g¢ok kiymetli

danigman hocam Prof. Dr. Asuman BOZKIR’a tesekkiir eder saygilarimi sunarim.

Calismalarimi aksatmadan devam ettirebilmem i¢in imkan saglayan Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Eczacilik Teknolojisi Boliimii Baskani Sayim Prof. Dr.

Ayse Nurten OZDEMIR e,

Lisans egitimime bagladigim giinden itibaren mesleki birikimime sagladiklar
katkilar ve tez calismam sirasindaki yardimlar i¢in Ankara Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali’nin sayin 6gretim iiyelerine,

Tez ¢aligmam sirasinda ilgilerini, giileryiizlerini ve desteklerini eksik etmeyen
Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Eczacilik Fakiiltesi’nin degerli 6gretim
elemanlar1 ve calisanlarina, 6zellikle Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali’nin degerli

Ogretim liyelerine ve elemanlarina,

Tez calismama basladigim giinden itibaren Kkarsilastigim problemlerde
yamimda olan ve yol gosteren Dr. Ogr. Uyesi Berrin KUCUKTURKMEN ve Dr. Ecz.
Umut Can OZ’e,
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Tez calismamin Humanin ile ilgili boliimiinii 119S124 no’lu arastirma projesi
kapsaminda destekleyen TUBITAK Arastirma Destek Programlari Baskanligi’na ve
2214-A Yurt Dis1 Arastirma Burs Programi ve 2228-B Yiiksek Lisans Ogrencileri I¢in
Doktora Burs Programi ile doktora egitimim siirecinde beni destekleyen TUBITAK Bilim

Insan1 Destekleme Baskanligi’na tesekkiirlerimi sunarim.

FTIR ¢alismalarindaki yardimlari i¢in Dog. Dr. Mehmet ALP’e, Native-PAGE
calismasindaki yardimi icin Dr. Ecz. Merve DEMIRBUGEN OZ’e, spektrofotometre
cihaz1 kullanimi i¢in Dog. Dr. Mehmet Gokhan CAGLAYAN’a, hiicre kiiltiirii
calismalarinda yardimei olan Prof. Dr. Maria DELI ve Dr. Szilvia VESZELKAya ve
in vivo ¢alismalar yiiriiten Dog Dr. Hatice Giines OZHAN BAYKAN ve Yusuf Kaan
POYRAZ’a,

Bu tez calismasinda kullanmis oldugum Donepezil HCI’in teminini saglayan

DEVA llag Sirketi’ne,

Bu tez ¢alismasinin Donepezil HCl ile ilgili boliimiinii 18L.0237011 nolu proje
olarak destekleyen Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Miidiirliigii’ne

tesekkiir ederim.

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji  Anabilim
Dali’nda gorev yapan ve beraber ¢alismaktan mutluluk duydugum, benden manevi

desteklerini esirgemeyen sevgili eski is arkadaslarima tesekkiir ederim.

Doktora egitimim boyunca bana manevi olarak destek olan tiim dostlarima ¢ok

tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca bana olan destekleri ve giivenleri i¢in canim annem, babam
ve agabeyime; son olarak hayatimda oldugu i¢in ¢ok sansli hissettigim, her kararimda
beni destekleyen ve akademik yolda ilerlememe her anlamda yardimci olan canim

esim Omiircan TOPAL’a hayatima katt11 hersey i¢in cok tesekkiir ederim.
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1. GIRiS

Alzheimer Hastaligi (AH) geri doniisiimsiiz, ilerleyici bir beyin fonksiyon
bozuklugudur ve insanlarda hafizayi, diisiinme yeteneklerini ve en sonunda da giinliik
basit igleri yiriitme yetenegini dahi yok etmektedir (National Institute on Aging,
2019). 2015°te yayinlanan Diinya Alzheimer Raporu’na gore 2015°te diinya ¢apinda
46,8 milyon insan demans ile yasamaktadir ve bu sayinin her 20 yilda ikiye katlanacagi
ve 2030°da 74,7 milyona 2050°de ise 131,5 milyon insana ulasacagi diisiiniilmektedir
(Prince, 2015). Hastaligin nedeni tam olarak bilinmemekte ve gliniimiizde dejeneratif
prosesi durduracak ya da ilerlemesini dnleyecek bir tedavi yontemi bulunmamaktadir.
Hastaligin patolojisi bazi proteinlerin birikimi, enflamasyon degisiklikleri ve sinaptik
temasin kayb1 ve ndronal hiicre 6liimii ile sonuglanan oksidatif stresle karakterizedir
(Ahmed Nel ve ark., 2016). AH i¢in kullanilan ilaglarin kan-beyin engelini (KBE)
asamamalar1 nedeniyle yeterli doz beyine ulagamamaktadir, ayrica semptomatik
tedavide siklikla kullanilan asetilkolinesteraz inhibitdrlerinin birgok gastrointestinal
yan etkisi mevcuttur. AH’nin spesifik histopatolojik bulgulari amiloid beta (Ap)
plaklari, norofibriler yumaklar, hiperfosforilasyona ugramis tau proteini ve beyin
dokusunda noronal kayiptir (Salari ve Bagheri, 2016). AH i¢in su an kullanilan
tedaviler semptomatik olmakla beraber anti-amiloid peptit antikorlar, sekretaz
inhibitorleri ve antienflamatuvar ajanlarin tek baslarina alzheimerli transgenik fare
modellerinde etkisi oldugu gosterilmistir (Fernandez-Martos ve ark., 2016). Hastaligin
temel nedenlerinden biri oldugu diisiiniilen amiloid plaklara yonelik tedavi
yaklasimlarmin hastaligin ilerlemesini ya da olusumunu Onlemekte umut 15131
olabilecegi birgok arastirmaci tarafindan belirtilmistir (Ahmed Nel ve ark., 2016;
Cummings ve ark., 2016; Mangialasche ve ark., 2010).

Periferal organlarla kiyaslandiginda santral sinir sistemi (SSS) hastaliklarinin
tedavisi olduk¢a zordur ve noronal oliimle sonuglanan bir SSS hasari rejeneratif
degildir. Mevcut ilaglarin ¢ogu SSS’deki hedef bolgesine ulasmadaki basarisizlig
nedeniyle SSS hastaliklarinin tedavisinde etkin degildir. ilaglarin SSS’deki hedef

bolgelerine ulasamamasinin baglica sebepleri sistemik dolasimdaki ilaglarin ilk gegis



metabolizmasina ugramasi, viicuttaki diger dokular tarafindan alinmasi ve beyin
parenkimasina ilaglarin gegisini fiziksel ve kimyasal olarak engelleyen KBE’dir
(Stockwell ve ark.,, 2014). Beyine ilaglarin etkin konsantrasyonda ge¢isini
artirabilecek yontemler biiylik ilgi ¢ekmektedir ve yapilan son ¢alismalar ilaglarin

beyine hedeflendirilmesini amaglamaktadir (Gastaldi ve ark., 2014).

Kan ve beyin arasinda segici Ve gegirgen bir bariyer oldugu ilk kez 1880 yilinda
Paul-Ehrlich tarafindan bulunmustur. 1900°de Lewandowsky, kan ve beyni ayiran
mekanik bir membran oldugunu bazi intravendz uygulanan ilaglarin SSS’deki etkisini
azalttigini belirtmistir. Calismalar KBE nin bitisik beyin endotel hiicreleri arasindaki
siki baglantilarda lokalize oldugunu gostermistir (Zlokovic, 2008). Beyinin
ekstraseliiler ¢evresine kandan bilesiklerin gecisini KBE Onlemektedir. Biiyiik
molekiil agirligina sahip etken maddelerin genellikle tamami KBE’den gegemezken;
kiigiik molekiil agirhigina sahip etken maddelerin ise %98’i KBE’den gegemez
(Pardridge, 2005).

Nanopartikiiller, 6zellikleri ve fonksiyonlariyla birbirinden belirgin sekilde
farkli olan materyallerden hazirlanabilen nano-boyutlu partikiillerdir. Kan kapillerinin
minimal ¢ap1 6-9 pm oldugundan nano-boyutlu ilag tasiyici sistemler kan dolasimai ile
organlara ulasabilme yetenegine sahiptir. Genellikle, ortalama 100 nm partikiil
boyutuna sahip ve yiizeyi nétral olan nanopartikiiller kan dolasiminda daha uzun siire
bulunmaktadir (Craparo ve ark., 2011). Bunun yani sira, nanopartikiillerin yiizeyleri
hedefleme ligantlariyla fonksiyonellestirildiginde, ilaglarin KBE’den gegisini
saglayabilir (Li ve ark., 2016). Mevcut polimerlerin sitotoksisitesi ve uygun biiyiik
Olcekli tretim yontemlerinin olmamasit nedeniyle piyasada bulunan polimerik
mikropartikiil ya da nanopartikiill bazli iiriin sayist sinirhdir.  Polimerik
nanopartikiillere alternatif olarak gelistirilen lipit nanopartikiiller, yapilarinda yer alan
lipitlerin biyouyumlu olmasi ve biiyiik 6lcekli iiretimlerinin gerceklestirilebilmesi
nedeniyle farmasotik endiistri tarafindan goz 6niine alinan yeni bir teknoloji alanidir

(Kaur ve ark., 2008).



Bu c¢alismada AH’de yeni bir tedavi yaklasimi olarak diistiniilen amiloid
plaklarin olusmasini inhibe ettigi son yillarda yapilan etki caligmalari ile kanitlanmis
ve bu nedenle AH’nin radikal tedavisini miimkiin kilabilecek peptit yapisindaki bir
etken madde olan Humanin’in KBE’den ge¢isinin, gelistirilecek lipit ilag tasiyici
sistem 1ile artirilmasi hedeflenmistir. Gelistirilecek olan Humanin yiikli lipit
nanopartikiil formiilasyonunun (SLN) spesifik hedefleyici ajanlarla beyine
hedeflendirilerek hastalik bolgesine daha fazla etken madde gegisi saglanarak tedavi
etkinliginin  artirilmas1 ~ planlanmistir.  Ayrica  klasik  tedavide  kullanilan
asetilkolinesteraz inhibitorlerinden Donepezil HCI ile karsilastirmali ¢alismalarinin
yapilabilmesi i¢in iki etken madde ile de ayri ayr iiretilmis formiilasyonlar
tasarlanmistir. Tasarlanan bu formiilasyonlarin tedavi etkinligini degerlendirmek ve
KBE’deki davranisini belirlemek tizere tiglii ortak KBE hiicre kiiltiirii modeli ile gecis
calismalar1 ve ardindan AH modeli olusmus zebra baliklarinda ¢alismalar yapilmasi
planlanmistir. Ayrica hazirlanan ilag tastyici sistem Donepezil HCL’in tedavideki yan
etkilerini azaltacak ve Humanin’in in vivo ortamdaki bozunmasini geciktirecektir.
Boylece geleneksel tedavi yaklasimindan farkli olarak AH’a alternatif yeni tedavi
yolag1 gelistirmek ve bu tedavi degerini arastirmak, saglanan destegin hastaligin

tyilesmesine katkisini1 degerlendirmek amaglanmustir.

1.1  Alzheimer Hastahg

Demans ogrenme, hafiza, oryantasyon, dil fonksiyonlar1 ve mental
fonksiyonlarin bozulmasi ile karakterize, sosyal hayati etkileyen, SSS’nin ilerleyici
norodejeneratif bir hastaligidir. Ayrica unutkanligin 6n planda oldugu bircok
hastaligin genel adidir ve yaslilarda sik goriilen hastaliklarin basindadir. Giincel olarak
'‘bunama’ dedigimiz durumdur. AH en sik rastlanan demans tiiriidiir. AH igin etkili
tedaviler gelistirilmedigi siirece hastaligin 2050 yilinda tiim diinyada hasta sayisinin
115 milyonu gegecegi diisiiniilmektedir (Ertekin-Taner, 2010). AH ilk kez 1906
yilinda Alman Alois Alzheimer tarafindan tamimlanmistir. AH en kompleks ve
ugrastirict norodejenaratif hastaliklardan birisidir. Hastalik goriilen zihinsel ve biligsel

azalma giinliik yasamdaki olagan aktiviteleri etkiler, ayrica hastada davranissal



bozukluklar ortaya ¢ikar. Hastanin yagam kalitesi diiser ve hasta yakinlarina binen yiik
bununla baglantili olarak artar. Yetigkinlikte en ¢ok goriilen hastaliklardan birisidir

(Wilson ve ark., 2010).

1.1.1 Hastalik i¢in Risk Faktorleri

Alzheimer’in hedef mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamuistir; fakat
hastaligin gelisimine katkisi olan risk faktorleri tanimlanmistir. Yasin ilerlemesi en
biiylik risk faktoridiir. 65 yas iistii insanlarda insidans oldukea yiiksektir, ancak 65 yas
alt1 insanlarda da erken evre AH goriilebilmektedir (Korabecny ve ark., 2014).
Hastaligin goriilme riski yasa bagl olarak katlanarak artar. 60-65 yas popiilasyonunda
goriilme siklig1 yaklasik olarak %0,1 iken, 85 yas iizerinde goriilme siklig1 %47’ ye
kadar ¢ikabilmektedir (Bahat-Oztiirk ve Karan, 2009). Genetik faktdr énemli bir rol
oynar. Yakin akrabalar1i AH tanis1 konmus insanlarin, konmamislara gére AH
diagnozu gosterme olasiligimin fazla oldugu bilimsel olarak kanitlanmistir. AH
genellikle apolipoprotein E’nin €4 allelinin varhigr ile iligkilidir. Ayrica
kardiyovaskiiler hastaliklar, beyin yaralanmasi, travma, depresyon, diisiik egitim
seviyesi, sigara igmek, folat ve B12 eksikligi, yiiksek kolestrol, tip 2 diyabet, plazmada
artmis homosistein konsantrasyonu, yiiksek tansiyon, obezite ve fiziksel aktivitede

yetersizlik risk faktorleri olarak sayilabilir (Korabecny ve ark., 2014).

1.1.2. Hastahgn Fizyopatolojisi

Hastaligin patolojisi bazi proteinlerin birikimi, enflamasyon degisiklikleri ve
sinaptik temasin kaybi ve ndronal hiicre 6liimii ile sonuclanan oksidatif stresle
karakterizedir (Ahmed Nel ve ark., 2016). AH’nin spesifik histopatolojik bulgular1 A
plaklari, norofibriler yumaklar, hiperfosforilasyona ugramis tau proteini ve beyin

dokusunda noéronal kayiptir (Salari ve Bagheri, 2016).



Hastaligin gelisimini agiklamak icin bu spesifik bulgular gbéz Oniinde

bulundurularak arastirmacilar tarafindan 3 adet hipotez 6ne siiriilmuistiir.

1.1.2.1. Amiloid Prekiirsor Protein (APP) Hipotezi

AP plaklarin bir diger adi senil plaklardir ve AP peptitlerinin fibril formlarindan
meydana gelmektedirler. Senil plaklar 40-42 aminoasit uzunlugunda, hiicre disinda
biriken, biiyiik bir transmembran protein olan ve islevi tam olarak anlagilamamis
amiloid prekiirsor protein (APP)’den proteolitik yolla olusan yapilardir (Bahat-Oztiirk
ve Karan, 2009). Alzheimer hastalarinin beyinlerinde goriilen AP plaklart biiyiik
cogunlukla AP -1-40 ve AP 1-42 igermektedir. Anlami C terminalinin 40. ve 42.
aminoasitle sonlandigin1 gosterir. Genellikle erken evre AH’de goriiliirler (Salari ve
Bagheri, 2016). Bunlardan plak olusumuna daha fazla neden olani 42 aminoasitlik
form olandir; ¢linkii ilk ¢oken versiyondur. Bunun ardindan amiloid B difiize olabilen
plaklar halinde agregatlar olusturur ve bunlar yogun senil plaklara dondsiir
(Cummings, 2004). APP oncelikle B-sekteretaz tarafindan N terminal alanindan daha
sonra gama sekretaz ile intraseliiler C terminal alanindan pargalanir. Gama sekretaz
enzimatik kompleksi bir transmembran proteini olan presenilini de (PSEN) gerektiren
4 farkli proteinden olusur. Erken evrede goriilen proteindeki ya da enzimdeki
mutasyonlar fibril tiretimini etkiler ve AP toksik formu olusur, bu da enflamasyon,
sinaptik kay1p, anormal fosforilasyon ki norofibriller yumak olusumu ve hiicre 6limi

saglar. Bu durum klinik demans patolojik bulgusudur (Ertekin-Taner, 2010).

AH’nin bilinen tiim genetik mekanizmalar1 amiloid  olusumunu artirmaya
yoneliktir. Genetik mekanizmalarin sonucunda oncii madde olan APP miktarindaki
artisdan dolay1 veya APP’den amiloid B iireten -sekretaz/y-sekretaz aktivasyonuna
bagli agir1 tiretimin olmasi nedeniyle amiloid B miktar1 artar. Bunun yaninda, glikozis
ve mikroglial aktivasyon ile meydana gelen inflamatuar degisiklikler de plaklarin

olusumuna giden siireci tetikleyebilir (Bahat-Oztiirk ve Karan, 2009).



1.1.2.2. Tau Hipotezi

Bir diger AH bulgusu olan nérofibriller yumaklar (NFY) hiperfosforilasyona
ugramis tau proteini pargalarindan olusmaktadir. Teori fyn kinaz yolagindaki anormal
sinyalizasyonun tau proteininde asir1 fosforilasyona neden oldugu ile ilgilidir (Rafii ve
Aisen, 2015). Tau proteini mikrotiibiillerin stabilizasyonu, hiicre iskeletinin biitiinligii
ve aksonal transportta rol oynayan bir proteindir. NFY ise ¢oziinebilen tau proteininin
¢oziinmeyen formlarindan olusur. NFY noronlart igeriden etkilemektedirler ve
ozellikle hiicre iskeletinde degisiklige yol agmaktadirlar. Iskeletin biitiinliigiinii bozan
bu degisiklikler aksonal transportu etkiler ve sonug olarak noronlar etkilenir ve oliirler.
Noronlarin 6lmesiyle oligomerik formlar ve tau fibrilleri ekstraseliiler g¢evreye
salinirlar, mikroglialler aktive olur ve néronal dejenarasyonun yayilmasina neden olan
zararli bir dongiiniin stimiile olmasina neden olur ve bunun sonucu olarak beyindeki
sinaptik iletim etkilenir, zihinsel fonksiyonlarda ve hafizada kayip olusur (Bennett ve
ark., 2004; Rafii ve Aisen, 2015; Salari ve Bagheri, 2016).



AMILOID BETA
PREKURSOR PROTEIN/ TAU
PROTEINI

AMILOID BETA PEPTIT/
HIPERFOSFORILE TAU
PROTEINI

SENIL PLAKLAR+
NOROFIBRILER
YUMAKLAR

NORONLARDA BIRIKIM

NORONLARIN OLUMU

NOROTRANSMITTER
EKSIKLIGi

BILISSEL FONKSIYONUN
BOZULMASI

Sekil 1.1. Noronal hiicre 6liimiinii gésteren diyagram (Samanta ve ark., 2006).

1.1.2.3. Kolinerjik Hipotez

“Eger kolinerjik sistem bilisgsel islevde onemli ise ve AH’de kolinerjik sistem
etkilenmisse; AH’nin kognitif ve diger semptomlari, kolinerjik iletiyi artirarak yani;
asetil kolin (Ach) yikimini 6nleyerek, yerine koyarak ya da reseptorleri aktive ederek

tedavi edilebilir” (Ergiin, 2010).

Kolinerjik hipotez AH’nin dogasini agiklayan ilk ve en yaygin kabul géren
teoridir. Dahasi gilinlimiizde kullanilan semptomatik tedavide kullanilan ilaglarin

neredeyse hepsi bu hipoteze bagimlidir. Kolinerjik teori AH hastalarinda gozlenen



kolinerjik aktivite kayb1 ile Ogrenme-hatirlama fonksiyonlar1 ve asetilkolin
norotransmitter ile iliskili oldugunu destekler (Korabecny ve ark., 2014). Kolinerjik
sistem Ogrenme hafizada hayati rol oynar ve Alzheimer hastalarinda goriilen hafiza

bozuklugu temelde kolinerjik bozukluk ile iligskilendirilir (Wilson ve ark., 2010).

1.1.3. Hastah@in Genetik Boyutu

Son 30 yildir AH’nin altta yatan genetik nedenleri hakkinda 6nemli oranda veri
toplanmistir. AH'nin biiyiik ¢ogunlugu genetik olarak kalitsal degildir; ancak bazi
genler risk faktorii tegkil edebilir. Genellikle 65 yasindan once baslayan AH'min
genetik olarak tanimlanmis formlar1 mevcuttur ve vaka sayilarinin %0,1'ine denk gelir.
Giincel diistince hastaligin sporadik/ge¢ baslangighi ve ailesel/erken baslangicli

durumlarmnin oldugu yo6niindedir (Blennow ve ark., 2006).

1.1.3.1. Ailesel/Erken Baslangich

Ailesel AH, 65 yasindan 6nce goriilen otozomal baskin kalitsal (autosomal
dominant Alzheimer disease - ADAD) bir bozukluktur. Birden ¢ok nesilde, birgok aile
tiyesi etkilenebilmektedir. Genellikle 65 yasindan 6nce gelisen semptomlar bazen 30
ile 40 yas arasindaki kisilerde dahi goriinebilir. Otozomal baskin ailesel AH'nin ¢ogu,
APP ve / veya PSEN 1 ve 2 genindeki mutasyonlara baglanabilir (Blennow ve ark.,
2006).

Hastaligin erken evresi ile ilgili 3 mutasyon mevcuttur, bunlar APP’de 21.
kromozom, PSENI1’de 14. kromozom ve PSEN2’de 1. kromozomda yer alan
mutasyonlaridir. APP 21. kromozom mutasyonu down sendromu ile iligkilidir. Biitiin
PSEN mutasyonlar1 AB-42° de artisa ya da AP -40° da azalisa neden olur. Bundan
dolay1 AB-42/AB-40 orani patojenik form lehine artar (Ertekin-Taner, 2010). APP ve
PSEN genlerindeki mutasyonlar AP proteininin atilamayarak amiloid plaklarda

biriken ve ilk ¢oken g¢esidi olan AB-42’nin iretimine yol agar ve AB-42’nin asiri



{iretimine neden olarak néronlarin 6liimiine neden olur (Bahat-Oztiirk ve Karan, 2009;

Selkoe, 1999).

1.1.3.2. Sporadik/Ge¢ Baslangich

Otozomal baskin kalittm gostermeyen diger vakalar, sporadik AH olarak
adlandirilir. Apolipoprotein allelinin (Apo-E) kalitim1 gibi genetik risk faktorleri
tanimlanmistir. Hastaliga dair risk teskil ettigi diigiiniilen genler, hastaliga yakalanma

olasiligin1 artirir; ancak bunun olacagini garanti etmez (Mahley ve ark., 2006).

Apo-E geni 19. kromozomdadir, dogrudan bir hastalik etmeni degildir; ancak
sporadik AH ile iliskisi ortaya konmustur. Apolipoproteinler, lipoprotein sentez,
sekresyon ve metabolizmasinda rol oynar. Apo-E €2, €3 ve €4 adl1 ii¢ ayr allelik forma
sahiptir (Huynh ve ark., 2017). Apo-E €3 bunlardan yaygin olanidir, popiilasyonun
yaklagik %72’sinde goriilmektedir (Karch ve ark., 2014). Apo-E, beyinde bir
kolesterol tasiyici gorevi goriir ve bu ii¢ alelden Apo-E-e4, membran lipidlerinin
yeniden kullaniminda ve ndronal onarimda diger varyantlardan daha az etkilidir. Ote
yandan, Apo-E-e4 A birikiminde gorev alarak, A fibrilasyonunu ve plak olusumunu
destekledigi; €2 allelinin ise tam tersine AH’de koruyucu oldugu ve hastaligin
baglamasimi geciktirdigi bulunmustur (Samanta ve ark., 2006). Apo-E-e4’{in hastalik
riskini 15 kata kadar artirdigi goriilmiistiir (Mahley ve ark., 2006). Ayrica AH riskini
doza bagli bir sekilde artirmakta ve hastalik baslangi¢ yasini1 diisiirmektedir (Kanekiyo
ve ark., 2014). Apo-E’ nin senil plaklarinda tanimlanmasi, bunun Af’ya invitro olarak
yiiksek oranda baglanma egilimi olmas1 Apo-E’ deki €4 allelinin siklig1 orantili olarak
artmigtir (Ertekin-Taner, 2010). Bunun yani sira bu alellerin Af’ya farkli baglandiklar
bulunmustur. AB-Apo-E €2 ve AB-Apo-E €3 komplekslerinin AB-Apo-E &4
kompleksine gore KBE’den daha hizli atildig1 belirlenmistir (Lambert ve Amouyel,
2011).



1.1.4. Hastahkta Tedavi Yontemleri

1.1.4.1.AH’ye Karsi1 Giiniimiizdeki Tedavi Yaklasimlari

AH uzun yillardir bilinmesine ragmen, tedavi i¢in onayli ilag olarak sadece dort
asetilkolinesteraz (AChE) inhibitérii ve Memantin kullanilmaktadir. Bu ilaglar
semptomatik tedavi saglarlar; ancak hastaligin seyrini degistirmezler (Anand ve ark.,
2014).

Burada tedavide kolinerjik hipotezden gz oniine alinarak asetilkolini yikan
enzim olan asetilkolinesterazin inhibisyonu ile eksilen asetilkolin miktarinin
azaltilmasi amagclanir. Giiniimiizde tedavide kullanilan asetil kolinestaraz inhibitorleri;
Donepezil, Rivastigmin, Takrin ve Galantamin’dir. Memantin ise N-metil- D -aspartat
(NMDA) antagonisti olup glutaminerjik asir1 uyarimi inhibe ederek hafiza ile ilgili
NMDA reseptorlerini etkiler (Selekler, 2010).

Bunlardan Takrin hastalikda ilk kullanilan AChE inhibitoriidir. Takrin
kullanimi, daha sik doz programi, uzun siireli kan konsantrasyonu titrasyonu ve
karaciger enzimlerinin izlenmesini gerektirir. Takrin artik dar terapotik indeksi, sik
goriilen siddetli hepatotoksisite vakalar1 ve gastrointestinal toksisite nedeniyle
giinlimiizde pek kullanilmamaktadir (Korabecny ve ark., 2014). Tedavide kullanilan
diger kullanilan AChE inhibitorleri ve NMDA antagonisti olan Memantin’e ait
degerlendirme Cizelge 1.1’de verilmistir (Chinthapalli, 2017).
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Cizelge 1.1. Giiniimiizde AH tedavisinde kullanilan ilaglarin genel degerlendirmesi.

Donepezil Galantamin Rivastigmin Memantin
Mekanizma | AChE inhibitorii NMDA reseptor
agonisti
Endikasyon | Hafif-----Siddetli AH Orta---Siddetli
AH

Uygulama | Tablet ya da agizda | Tablet Kapsiil Transdermal | Tablet
yolu dagilan tablet S1vi form Sivi form patch Sivi form

MR tablet
Baslangic¢ 5 mg /gilin 4 mg; glinde 2 1,5 mg; glinde 4,6 mg/giin 5 mg /giin
dozu kere 2 kere
Idame dozu | 5 mg/ay 8 mg/ ay 2 haftadabir3 | 4 mg/ay 5 mg / hafta

mg

Maksimum | 10 mg /giin 12 mg; giinde 2 | 6 mg; giinde 2 3,3 mg/giin 20 mg / glin
dozu kere kere
Yaygin Gastrointesinal: Bulanti, kusma, diyare, anoreksiya, kilo kaybi, bas agrisi, Kabizlik
goriilen bas donmesi Bas agrist
yan etkiler Bas donmesi
Tiirkiye’de | *Aricept Evess 10 *Reminyl 400 *Exelon 2 mg *Exelon *Ebixa 20 mg
piyasada mg Agizda Dagilan | mg/100 ml Oral | 120 ml Patch 13,3 Film Tablet
bulunan Tablet Cozelti Soliisyon mg/24 Saat
ticari Transdermal | *Korint 10 mg/g
preparat *Aricept 5 mg Film | *Reminyl 8 mg Flaster Oral Damla,
ornekleri Kapli Tablet Uzatilmig Cozelti

Salimli Kapsiil *Ristart 1,5

mg Kapsiil

1.1.4.1.1. Tedavide Goériilen Yan Etkiler

Asetilkolin, sadece SSS’de yaygin degildir. Parasempatik sinir sistemi
tarafindan kullanilan, kalp atis hizin1 diigiiren ve gastrointestinal sistem ve mesaneyi
uyaran ana norotransmitterdir. Asetilkolinesteraz burada da rol oynamaktadir ve
asetilkolinesteraz inhibisyonu parasempatik aktivasyona neden olur. Bu durum mide
bulantisi, kusma, diyare gibi etkilerle iliskilidir. Bir diger 6nemli yan etki ise

bradikardi ve bayilma riskinin artmasidir (Chinthapalli, 2017).

Genellikle hastalarda kilo kaybi, dispepsi, bulanti, kusma, ishal, yiizde ates
basmasi gibi yan etkiler goriiliir. Ayrica haliisinasyon, deliizyon, anksiyete, ajitasyon,
agresif davranislar da goriilebilmektedir. Seyrek de olsa kardiyovaskiiler yan etkiler

olabilir (Ergiin, 2010; RxMediaPharma, 2020).
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https://www.ilacabak.com/aricept-evess-10-mg-28-agizda-dagilan-tablet-8587
https://www.ilacabak.com/aricept-evess-10-mg-28-agizda-dagilan-tablet-8587
https://www.ilacabak.com/aricept-evess-10-mg-28-agizda-dagilan-tablet-8587
https://www.ilacabak.com/aricept-5-mg-film-kapli-tablet-28-tablet-27491
https://www.ilacabak.com/aricept-5-mg-film-kapli-tablet-28-tablet-27491
https://www.ilacabak.com/reminyl-8-mg-28-uzatilmis-salimli-kapsul-2014
https://www.ilacabak.com/reminyl-8-mg-28-uzatilmis-salimli-kapsul-2014
https://www.ilacabak.com/reminyl-8-mg-28-uzatilmis-salimli-kapsul-2014
https://www.ilacabak.com/ristart-1-5-mg-28-kapsul-7989
https://www.ilacabak.com/ristart-1-5-mg-28-kapsul-7989
https://www.ilacabak.com/ebixa-20-mg-84-film-tablet-24073
https://www.ilacabak.com/ebixa-20-mg-84-film-tablet-24073
https://www.ilacabak.com/korint-10-mg-g-oral-damla-cozelti-100-g-9312
https://www.ilacabak.com/korint-10-mg-g-oral-damla-cozelti-100-g-9312
https://www.ilacabak.com/korint-10-mg-g-oral-damla-cozelti-100-g-9312

1.1.4.2.AH’de Yeni Tedavi Yaklasimlari

AH i¢in su an kullanilan tedaviler semptomatik olmakla beraber anti-amiloid
peptit antikorlar, sekretaz inhibitdrleri ve antienflamatuvar ajanlarin tek baslarina
Alzheimerli transgenik fare modellerinde etkisi oldugu gosterilmistir. Ayrica bu
ajanlarin kombine tedavilerde potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir. AH’nin c¢esitli
hiicresel ve patolojik olaylarla iligkili olmas1 nedeniyle kombine tedaviler denemek

hastaligin tedavisi igin yararli bir yaklagim olabilir (Fernandez-Martos ve ark., 2016).

Giinlimiizde hastaliga yonelik yeni tedavi yaklagimlar: anti amiloid tedaviler,
tau proteinine yonelik tedaviler, mitokondriyal bozulmaya yonelik tedaviler,
norotrofinler, antioksidanlar, statinler, non steroidal antienflamatuvarlar sayilabilir
(Ergiin, 2010; Samanta ve ark., 2006). Cizelge 1.2°de (Anand ve ark., 2014; Ergiin,
2010; Siedlak ve ark., 2009) AH’ye yonelik yeni tedavi yaklagimlari 6zetlenmistir.

Cizelge 1.2. AH’ye yonelik yeni tedavi yaklagimlari.

Yaklasimin Temeli Strateji

Amiloid temelli stratejiler Sekretaz enzimi modiilasyonu
Amiloid transportu modifikasyonu
Amiloid tiretimini azaltma
Amiloid agregasyonunu dnleme
Amiloid atilimint hizlandirma

Amiloid bazli immiinoterapi

Tau proteini temelli stratejiler Tau fosforilasyonun inhibisyonu
Mikrotiibiil stabilizasyonu

Tau oligomerizasyonunun dnlenmesi
Tau degredasyonunun artirilmasi

Tau bazli immiinoterapi

Oksidatif stresi azaltmak e Antioksidan destegi
Endojen savunmanin artirilmasi

Mitokondriyal bozulmaya yonelik e Koenzim Q10
tedaviler e A-Lipoik asit
Karnitin

Diger yaklagimlar Gonadotropin destegi
Statinler

Biiyiime faktori destegi
Antienflamatuvar ajanlar
Norotrofinler

Metal selasyon
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1.2.  Kan-Beyin Engeli (KBE)

SSS'de bulunan noéronlar kimyasal ve elektriksel sinyallerin kombinasyonunu
kullanarak iletisim kurarlar. Bu nedenle sinapslarin ve aksonlarin ¢evresindeki sinirsel
sinyalizasyon i¢in kritik olan yerel iyonik mikroortamin hassas bir sekilde
diizenlenmesi ¢ok onemlidir. Kan ve sinir dokusu arasindaki araylizeylerde yer alan

bariyerler bu diizenlemede kritik rol oynar (Abbott ve ark., 2010).

KBE ilk kez 1885 yilinda Paul Ehrlich tarafindan tanimlanmistir. Esas amaci
Santral Sinir Sistemi’nin i¢ ortamini korumak ve kandan besin maddelerinin gegisini
saglamaktir. KBE esas olarak beyni sistemik kan dolasimindan ayiran membran bir
bariyerdir. Kan-beyin engeli, beyinde homeostazi (i¢ denge) saglamak {izere, beyni
kanda dolagsan zararli maddelerden ve toksinlerden korurken, gerekli besinlerin
gegisine izin veren yari gegirgen 6zellesmis endotel hiicre membrani dizisidir (Zenaro
ve ark., 2017). Kan-beyin engeli beyine gegisi hem fiziksel (siki baglantilar) hem
metabolik (enzim) bariyerler vasitasiyla engeller (Zlokovic, 2008). SSS bariyerlerinin

temel islevleri su sekilde listelenebilir:

> Molekiiler trafigi kontrol eder, toksinleri digarida tutar (ndronal hiicre Sliimiinii
en aza indirir, sinirsel baglantiy1 korur).

> Optimum sinir sinyali i¢in iyon homeostazina katkida bulunur.

> SSS'de diisiik proteinli ortami korur, hiicre ¢ogalmasini sinirlar, sinirsel
baglantiy1 korur.

> Merkezi ve ¢evresel norotransmitter havuzlarini ayirir, bunlarin arasindaki
karigmay1 azaltir, SSS'de sinaptik olmayan sinyale izin verir.

> Minimum iltihaplanma ve hiicre hasari ile bagisiklik denetimi ve cevabina izin

Verir.

Bu islevler SSS sagligr icin gerekli oldugundan, KBE'ye zarar veren
patolojilerin, ister hemen ister uzun vadede SSS islevleri tizerinde birgok zararli etkiye
sahip olacag1 agiktir (Abbott, 2013).
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KBE, beyinin mikrovaskiiler biitiinligiinii korumak icin hiicre-hiicre
baglantilariyla, esas olarak beyin endotel hiicreleri ve bunlarin temel zar1 tarafindan
olusturulan bir kilcal duvardir. Hiicre-hiicre baglantilar1, adherent (yapisik) baglantilar
ve siki baglantilar olarak kategorize edilebilir. Siki baglantilar, molekiillerin ve
iyonlarin ¢ogunun paraseliiler hareketini engeller. Bu nedenle, molekiillerin ¢ogunun
vaskiiler sistem ile beyin arasinda taginmasi esas olarak hiicre i¢i tasima yoluyla
gerceklesir (Wong ve ark., 2019). Beyin kilcal damarlari, ¢oziinen maddelerin
difiizyonu ile ilgili olarak endotel tabakasinin kisitlayict 6zelliklerinin olusumunu
saglayan karmasik morfolojidedir; bu morfolojik durum beyni bitisik endotel
hiicrelerini birbirine baglayan ve paraseliiler bosluklar1 kapayan siki baglantilar
yardimi ile kandan gelen istenmeyen ¢oziinen maddelerden korumak i¢in 6énemli bir
ozelliktir (Redzic, 2011). KBE, periferik mikrodamarlardan 100 kat daha yiiksek olan
1500 © cm? civarinda transendotelyal elektrik direnci (TEER) ile iyonlarin hareketine

giiclii bir direng saglar (Bors ve Erdd, 2019).

KBE'nin olusumunda ve iglevinde yer alan pek ¢ok bilesen vardir. Beyin kilcal
damarlar;, iyon konsantrasyonunun diizenlenmesinde ve ndrotransmitterlerin
temizlenmesinde rol alan astrositlerin ug ayaklartyla ¢evrilidir (Volterra ve Meldolesi,
2005). Perisitler, endotel hiicrelerinin beyin yonii lizerinde yer alan vaskiiler duvar
hiicreleridir ve bu hiicreler kilcal ¢ap1 kontrol ederek kan akisini diizenleyebilen
astrosit ug ayaklari tarafindan sarilmstir. Perisitler, KBE olusumu ve olgun endotelyal
hiicrelerde maddelerin hiicreye taginmasini saglayan transsitoz aktivitesinin asagi
regiilasyonu i¢in 6nemlidir. Bu nedenle, perisitler KBE boyunca taginmayla da ilgilidir
(Wong ve ark., 2019). Endotel hiicrelerin dis tarafinda bulunan bazal lamina, astrosit
ug ayaklarinin hemen bitisiginde yer alir (Bors ve Erdd, 2019). Noronlar ve mikroglia
gibi diger hiicresel bilesenler de KBE'nin olusturulmasinda rol alir. Biitiin bu
bahsedilen néronlar ve néronal olmayan hiicreler arasindaki fonksiyonel etkilesimler
ve sinyallesme, “ndrovaskiiler {inite” adi verilen dinamik ve fonksiyonel bir birimi
olusturur (Sekil 1.2) (Abbott, 2013). Tiim bu bilesenler KBE'nin normal fonksiyonlari,

stabilitesi ve patofizyolojik uyaranlara cevabi i¢in gereklidir (Wong ve ark., 2019).
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Sekil 1.2. Kilcal seviyede nérovaskiiler bir iinitenin gortiiniimii.

1.2.1. Kan-Beyin Engelinden Gegis ve Tlgili Mekanizmalar

Normal islevinin bir pargasi olarak endotel hiicreleri, besinlerin ve diizenleyici
molekiillerin pasif ve aktif mekanizmalar yoluyla beyne akisina izin verir. Normal
kosullarda, ¢ozlinen maddelerin bazi pasif hareketi, siki baglantilarda bulunan kiiciik
hiicreler aras1 gozenekler araciligiyla gergeklesmektedir. Siki baglantilarda bulunan
bir transmembran protein olan kladinlerin KBE ‘deki siki baglantilarda yer alan
gozeneklerin olugmasindan sorumlu olduklar1 disiiniilmektedir (Irudayanathan ve
ark., 2017; Krause ve ark., 2008).

Bazi uygun lipofiliklige, molekiil agirligina (MA) ve yiike sahip kiigiik
molekiiller kandan SSS'ye kolayca difiize olmaktadirlar; ancak bununla birlikte kii¢iik
molekiillerin biiyiik bir ¢ogunlugu (MA>500 Dalton), peptit ve proteinler KBE'yi
gecemez. Kiiclik molekiillerin yaklasik %98'i ve neredeyse rekombinant proteinler ve
gen bazli ilaglar gibi biitlin biyiik molekiillerin (MA>1 kilodalton) KBE'yi gegemedigi

bildirilmistir. Bu nedenle beyne ulasmak icin cogu molekiil spesifik tasiyicilar ve /
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veya endotel hiicrelerin kan (liimen) tarafinda ifade edilen tasiyicilarla etkilesime
girerek KBE'yi agsmak zorunda kalir (Pardridge, 1985; Pardridge, 2007).

Amino asitler, glikoz ve benzeri kii¢iik hidrofilik molekiiller ve beyin
hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan diger molekiiller bazolateralde bolgedeki

endotel hiicrelerinde ve kanda bulunan tasiyicilar1 kullanirlar.

Hormonlar, transferrin ve lipoproteinler gibi daha biiyiikk ve/veya hidrofilik
temelli molekiiller endotel hiicrelerinin luminal tarafinda yiiksek oranda ifade edilen
spesifik reseptorler kullanirlar. Bu reseptorler KBE'yi gecen bilesenlerin endositoz ve

transitoz aktivitelerinde de islev goriir.

Kiigiik hidrofilik molekiiller KBE'den beyine pasif difiizyonla gegebilir; ancak
disar1 akis pompalarina maruz kalirlar. Ayrica beyin penetrasyonundan dnce endotel

hiicrelerin sitoplazmasinda lokalize parcalayici enzimlere de maruz kalabilirler

(Gabathuler, 2010).

KBE’den ge¢is mekanizmalar1 Sekil 1.3’de sematize edilmistir (Dwivedi ve
ark., 2020).
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Sekil 1.3. KBE’den gecis mekanizmalari.

Paraseliiler transport ve difiizyon

Siki1 baglantilar yoluyla paraseliiler transport, basit suda ¢6ziiniir molekiillerin
tasinmasindan sorumludur. Steroidler ve alkol gibi yagda ¢oziinen maddeler, difiizyon
yoluyla pasif olarak taginir (Dwivedi ve ark., 2020). Sadece molekiiler agirligi 400
Da'dan diisiik ve sekizden az hidrojen bagia sahip kiiciik lipofilik molekiiller veya
kiiciik gaz molekiilleri (CO2 veya Oz gibi), transmembran difiizyon yoluyla KBE'den
serbestge gecebilir (Sweeney ve ark., 2018).

Taswyici aracili tasima

Aminoasit, niikleotitler ve glukoz gibi molekiiller tastyict proteinler ile
konsantrasyon gradyanina bagli sekilde ve enerji kaynagi olarak ATP kullanarak
tagiirlar (Dwivedi ve ark., 2020). KBE beyni metabolizma i¢in gerekli olan glikoz ve
amino asitler gibi bircok temel polar besleyiciden izole eder. Bu nedenle KBE endoteli

SSS'ye bu besleyici maddeleri saglamak i¢in birgok spesifik ¢oziinen tasiyici
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icermektedir. GLUT-1 en ¢ok bilinen tasiyicilardandir, glukozun taginmasinda rol

oynar (Abbott ve ark., 2010).

Reseptor aracili endositoz

Belirli bir tasiyiciya sahip olmayan endojen molekiiller beyne reseptor aracili
endositoz yoluyla da ulasabilir (Lombardo ve ark., 2020). Reseptor aracili endositoz,
ligandin reseptore baglanmasini gerektirir ve KBE boyunca peptitler ve proteinler gibi
cesitli molekiiller bu sekilde tasinabilir (Dwivedi ve ark., 2020). KBE'de transferrin
(Tf) reseptorii, insiilin reseptorii, diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor ile iliskili
protein, nikotinik asetilkolin reseptorii, insiilin benzeri biiylime faktorii reseptord,
difteri toksin reseptorii, B tipi ¢Opgii reseptdr, leptin reseptorii ve neonatal Fc reseptorii
gibi birgok reseptdriin asir1 ekspresyonu goriilmiistlir. Bu reseptorler spesifik olarak
karsilik gelen ligantlara baglanarak hiicresel ice alimi tetikler. Bu nedenle karsilik
gelen ligantlarla modifikasyonlar yapilarak KBE'den taginmalari1 saglanabilir (Gao,
2016).

Transferrin reseptorleri (TfR): Transferrin kandaki serbest demiri baglar ve

TR, bu yiiklii transferrin proteinlerini KBE dahil olmak tizere viicuttaki ¢esitli doku

engellerini asarak tasimaktan sorumludur (Robinson ve ark., 2015).

Insiilin reseptorleri: Insiilin reseptdrleri, beyindeki glikoz homoeostazini

stirdiirmek i¢in 6nemlidir.

Lipoprotein reseptorleri: Beyindeki siipiirme ve sinyalizasyondan sorumlu

genis bir reseptdr proteinleri smifidir. Diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii
(LDLR), lipoprotein reseptorii ile iliskili protein (LRP) 1 ve 2'nin tiimii iliskilidir ve
KBE'de ifade edilir (Chen ve Liu, 2012; Robinson ve ark., 2015).

Difteri toksin reseptorii (DTR): DTR, heparin baglayict epidermal biiylime

faktoriiniin (HB-EGF) 6nciisii olarak da bilinir. KBE, néron ve glial hiicreler iizerinde
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iyi karakterize edilmis icsellestirici bir tagima reseptoriidiir. DTR ekspresyonunun
yukar1 regiilasyonu beyin hastaliklarinin neden oldugu bir¢ok inflamatuar durumda
bildirildiginden, bolgeye 6zgii hastalik hedeflemesi i¢in yararli bir reseptor olarak

onerilmistir (Chen ve Liu, 2012).

Nikotinin asetilkolin reseptdrleri: 39 amino asitlik bir peptit olan kuduz virtisii

glikoproteininin (RVG) hedefidirler. RVG, noéronlarda ve endotelyal hiicrelerde ifade
edilen alfa-7 alt birimini baglar; bu nedenle, 6zellikle RNA interferans stratejilerinde

bir beyin hedefleme ligandi olarak genis ¢apta arastirilmistir (Liu ve ark., 2009).

Reseptor aracili endositoz KBE gegirgenliginin artmasi ve 6zgiilligii nedeni ile
ilag tasiyict sistemlerin beyine spesifik hedeflenmesi i¢in biiyiik bir potansiyele

sahiptir.

Adsorptif endositoz

Adsorptif endositoz elektrostatik etkilesimler yoluyla bariyeri gegmek igin
katyonik peptit gibi yiiklii molekiillerin transferini i¢erir. Burada pozitif yiiklii protein
veya peptit gibi bir molekiil, beyin endotel hiicrelerinin negatif yiikli liimen zari ile
elektrostatik olarak etkilesir. Bu siire¢ enerjiye, zamana ve konsantrasyona baglidir ve
birkag¢ dakika siirer. Bu nedenle, tasiyici aracili tagima ile karsilastirildiginda nispeten

yavastir (Bickel ve ark., 2001; Zhu ve ark., 2019).

Taswyici aracili geri akig

Tastyic1 aracili geri akis, ilaglarin beyin disina atilmasindan sorumludur. ATP
baglayic1 kaset tastyicilar (ABC) gibi ATP bagimhi disa akis pompalari olasi
norotoksik maddeleri atarak beyin homeostazinin korunmasina katkida bulunur. Geri
akis i¢in KBE'de tasiyicilar arasinda en kapsamli olarak tanimlananlar P-

glikoproteinler (P-gp veya ABCB1, MDR1), meme kanseri direng proteinleri (BCRP
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/ ABCG?2) ve ¢oklu ila¢ direnci ile iliskili proteinlerdir (MRP1, 2, 4 ve 5, ABCC)
(Lombardo ve ark., 2020).

1.2.2. Kan-Beyin Engelinden Gegisi Artirmak icin Gelistirilen Stratejiler

KBE'yi atlamak ve terapétikleri beyne iletmek ig¢in, giiniimiizde farkl
yaklagimlar kullanilmaktadir. Bunlar genel olarak girisimsel, farmakolojik ve
fizyolojik yaklagimlar olarak ii¢ ana baslik altinda toplanabilir (Gabathuler, 2010).
Beyine ilag taginimi igin degisik yaklasimlar Sekil 1.4’de 6zetlenmektedir (Alam ve
ark., 2010) .

SISTEMIK TLAC OTONOM VENI ILAC TASIVICT BIYOTEKNOLOJI
‘ SINIR SISTEME BISTEM i
TASINML VAKLASIVLARI

Intraartariys
ol [ Lipozomlar, SLN, ] ( mAbs, Genetik }
| Transnaza

Nanoemiilsiyon, ;\'anojel truva atlary
Intravenoz
vol
( BEYIN )

proteinler —— g bozunmasi
Simerik peptit
Unil; 'intratekal :_

KIMYA TEMELL] DIREKT $55
VAKLASMLAR DAGILIMI

Sekil 1.4. Beyine ilag tasinimi icin degisik yaklagimlar.

Girisimsel yaklagimlar ile direkt SSS’ye dagilim

[laglarin beyine tasinmasi icin girisimsel yaklasimlar mekanik olarak KBE'yi

atlayarak saglanir (Gabathuler, 2010). Girisimsel yaklasimlar ilacin bir igne veya
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kateter yoluyla dogrudan hedeflenen beyin bolgesine enjekte edilmesiyle
gerceklestirilebilir. Bu tiir dogrudan enjeksiyonlar kafatasinin agilmasini gerektirir. Bu
yolla lokalize ilag dagilimi saglanabilir; ancak hedef olmayan beyin dokusunda ilacin
penetrasyonuna neden olurlar ve beyin hasari, kanama ve enfeksiyon riski tasirlar. Ilag
konsantrasyonu enjeksiyon veya implantasyon bolgesinden katlanarak azaldigi i¢in bu
yontemle ilag dagilimmin kontrolii zor olabilir. ilaglar, beyin parankimine difiizyon
yoluyla girmek i¢in intratekal veya intraventrikiiler yollarla beyin omurilik sivisina
(BOS) verilebilir. Bu yaklasim, hedef subaraknoid boslukta oldugunda yararl olabilir;
ancak beyin parankimine penetrasyon sinirli olabilir; ¢linkii ilag diflizyonu beyin

yiizeyinden iissel olarak diiser (Meairs, 2015).

KBE yapisinin bozunmasi

Sistemik uygulama, hastalar tarafindan iyi tolere edildigi ve uygulanmasi ¢ok
daha kolay oldugu icin beyne terapdtik uygulama i¢in daha arzu edilen bir yoldur.
Sistemik tagimanin basarisi, klinik ajanlarin KBE'yi gegme yetenegine baghdir. Bu
nedenle, bradikinin gibi kimyasal maddeler, mannitol gibi osmolitler veya odaklanmis
ultrason ile KBE yapisint bozucu teknikler gelistirilmistir. Bu tekniklerinin ¢ogu,
KBE'nin endotelyal hiicreleri arasindaki siki baglantilarda stresi tesvik eder,
baglantilar1 etkin bir sekilde gevseterek ve klinik ajanlarin beyne paraseliiler
taginmasina izin verilmesini saglar. Bu teknik, klinik ajanlarin kandan beyne kolayca
gegmesine basarili bir sekilde izin verse de, alblimin ve diger noronal hasara neden
olabilen norotoksinlerin de KBE yoluyla ge¢mesine izin verir. Tiim bu yaklagimlar
nispeten maliyetlidir, anestezi ve hastanede kalmay1 gerektirir ve hasta uyuncu iyi
degildir. Bu teknikler, tiimor yayilmasini artirabilir (Curley ve Cady, 2018;
Gabathuler, 2010).

Sistemik ila¢ tasinimi

Sistemik ilag dagilimi i¢in intavendz, intaarteriyel ve transnazal yollar
uygulanabilmektedir. intravendz (IV) yol, viicuda daha yiiksek dozlarda ilag verilmesi

icin yaygmn olarak uygulanan ydntemdir. Ik gegis metabolizmasindan kagimarak
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ilaglar1 dogrudan genel dolasima verir ve ilaclar1 beyne tagima potansiyeline sahiptir.
Bununla birlikte, periferik organlara ila¢ maruziyeti yiliksektir ve KBE ve hiicre dis1
stvilardan materyalin hizli temizlenmesi nedeniyle beyinde ¢ok az ilag birikimi vardir
(Huynh ve ark., 2006). Bu yolla verildiginde bir¢ok ilag klinik ¢alismalarda terapotik
bir etki gostermistir. Ornegin inme hastalarinda bir ndroprotektif faktdr ndrotrofinin
yavag intravendz uygulamasi ile kortikal felg hacminde %70'lik bir azalma
gbzlenmistir (Zhang ve Pardridge, 2001).

IV yol gibi intraarteriyel yol da dogrudan kana enjeksiyon yoluyla beyne
alternatif ilag uygulama yollarindan biri olarak bulunmustur. Intraarteriyel uygulama,
ilacin ilk gecis metabolizmasindan kaginarak periferik dokuya girmeden 6nce beyin

damar sistemine erismesine izin verir (Pardridge, 2003).

Transnazal uygulama, ilag maddelerini ve peptitleri SSS'ye iletmek i¢in KBE'yi
atlamanin girisimsel olmayan bir yontemidir. Yiiksek gecirgenlige sahip nazal epitel,
yuksek kan akisi, gozenekli endotel membrani, genis ylizey alam ve ilk gecis
metabolizmasinin engellenmesi nedeniyle beyne hizli ila¢ emilimine izin verir.
Transnazal uygulama, bu yolun sik kullaniminda nazal mukozanin hasar gérmesi,
mukosiliyer klirens sistemi ile burun boslugundan hizli klirens, burun tikanikligina

bagli miidahale gibi sinirlamalara sahiptir (Alam ve ark., 2010).

Kimyasal modifikasyon ile yagdaki ¢oziiniirliigii artirmak

KBE'yi pasif olarak ge¢me yetenegi, molekiiler boyutun 500 Daltondan az
olmasina, ytike (diisiik hidrojen baglama kapasitesi) ve lipofiliklige (ne kadar lipofilik
olursa, tasima o kadar iyi olur) baglidir (Gabathuler, 2010). Bu yaklasim, suda ¢6ziinen
molekiillerin, KBE'yi gecebilen yagda ¢6ziinen molekiillere kimyasal olarak
doniistiiriilmesinden olusur. Bu, etken madde molekiillerinin polar uglarina lipit
gruplar1 veya fonksiyonel gruplar eklenerek gerceklestirilir (Bellettato ve Scarpa,
2018).
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Simerik peptitler

Bu yontem, baska tiirlii tasmnamayan bir ilacin bir disiilfit bagiyla KBE’den
tasinabilen bir peptit vektoriine (6rnegin katyonize alblimin, insiilin, transferrin, vb.)
kovalent olarak baglanmasiyla simerik bir peptidin yapilmasindan olusur. Boyle bir
simerik peptit daha sonra kapiler endotelyal hiicreler tarafindan reseptor aracili
endositoz yoluyla alinir ve beyne tasinir, burada beyin disiilfit rediiktazlarin varlig
sayesinde farmakolojik olarak aktif terapotik peptit vektoriinden ayrilabilir (Bellettato
ve Scarpa, 2018). Konjuge edilen vektor endojen bir peptit, monoklonal antikor,
modifiye proteinler veya peptit benzeri antikorlar olabilir (Pardridge, 2001b).

On ilag

On ilaglar biyolojik olarak aktif bilesiklerin kimyasal modifikasyonuyla olusan
aktif olmayan bilesikleridir. Bu yaklasim genellikle hidrofilik ilaglarin beyine
verilmesi igin kullanilmaktadir. Bunlar, biyolojik toksisiteye veya aktiviteye sahip
olmayan biiyiik hacimli yapiya sahip bir tiriin elde etmek igin orijinal etken maddenin
kimyasal olarak modifiye edilmis, inert alternatifleridir (Alam ve ark., 2010). Hedef
bolgeye ulastiklarinda enzimatik ve/veya kimyasal doniisiimlere ugrarlar ve yapilarini
degistirerek istenen farmakolojik etkiyi uygulayabilen biyolojik olarak aktif bir forma
ulagirlar (Bellettato ve Scarpa, 2018).

Katyonik proteinler

Beyne temel bir izoelektrik noktasi olan protein ve peptitleri iletmek i¢in en
uygun tekniktir. Genel olarak, proteinler yiiksek molekiiler agirliktadir ve bu nedenle
bu biiyiik boyutlarindan dolay1 KBE'yi gecemezler. Dolayisiyla bu yontem onlarin
beyin yiizeyindeki anyonik gruplarla kolayca etkilesime girmesini saglayan katyonik
formlara doniligmesini saglayarak bir avantaj olusturur. Katyonizasyondan sonra,
transseliiler adsorptif aracili endositoz yolu ile kolayca girerler. Katyonizasyon, bir

polipeptit {izerindeki asidik amino asit kalintilarinin serbest karboksil gruplarini
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modifiye ederek polipeptit tizerindeki net pozitif yiikii artiran bir islemdir (Pardridge,
2001a).

SSS’de yer alan taswyici sistemlerin kullanimi

Ilaglar dogal KBE besleyici molekiilleri i¢in kullanilan tasima sistemleri gz
oniinde bulundurularak, KBE'de bulunan reseptdrleri tantyan ligantlarin konjugasyonu
ile modifiye edilebilirler. Burada reseptor aracili endositoz tagima mekanizmasi olarak

kullanilir (Gabathuler, 2010).

Yeni ilag¢ tasiyici sistem yaklasimlari

Yeni ilag tastyici sistemlerle olan yaklasimlar beyne ilag hedefleme agisindan
ideal bir yontem diisiincesiyle ortaya c¢ikmistir. Esas olarak kiiglik kolloidal
partikiillerin kullanimin1 kapsamaktadir. Bu tasiyicilarin genel kabuliiniin temel
nedeni kontrol edilebilir profilleri ve etken madde salimlar1 ve se¢ici hedefleme
mekanizmalaridir (Alam ve ark., 2010). 1.3. numaral baglikta bu tasiyici sistemlerden

ayrintili olarak bahsedilmistir.

Biyoteknoloji temelli yaklasimlar

Hedefleme i¢in monoklonal antikorlarin kullanimi, genomik uygulamalar ve

Truva at1 teknolojisi biyoteknoloji temelli yaklasimlar i¢erisindedir.

Antikorlar, KBE ligandlarina yiiksek afiniteleri ve oOzgiilliikleri nedeniyle
reseptOr aracili transitoz sistemlerini hedeflemek i¢in 6zellikle uygundur. Bu nedenle
monoklonal antikorlar (mAbs), protein ve peptitlerin beyine hedeflendirilmesinde
kullanilmaktadir. Genellikle hibridoma teknolojisi ile iiretilirler ve direkt olarak

kullanimlar1 yerine genetik olarak modifiye edilmis monoklonal antikorlar kullanilir

(Alam ve ark., 2010; Pathan ve ark., 2009).
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Truva ati teknolojisi reseptdr aracili tasiyici sistemler baz alinarak
gelistirilmistir ve bu reseptorlere hedeflendirilmek iizere hazirlanmiglardir. Bu
teknoloji ile rekombinant proteinler, monoklonal antikorlar, antisens ilaglar, siRNA ve
nonviral gen ilaglar gibi birgcok biiyiik molekiiliin tasinabilmesine olanak saglamistir

(Dogan ve ark., 2013).

Gen terapisi ve genomik uygulamalar terapétik islevi olan rekombinant
DNA'nin dogrudan belirli organlarin hiicrelerine aktarilmasini igerir. Bu yol 6zellikle
noropatolojinin tiim beyne yayildig1 nérodejenatif kosullarda umut verici bir ¢6ziim

sunmaktadir (Bellettato ve Scarpa, 2018).

1.3. Kan-Beyin Engelinden Gegisi Artirmak icin Kullamilan ila¢ Tasiyict

Sistemler

Tedavi secenekleri etken maddelerin KBE’yi gegememeleri veya oral yolla
zay1f ¢oziiniirliik gostermeleri nedeniyle sinirlidir. KBE’yi asabilmek i¢in lipozom,
katt  lipit nanopartikiiller =~ (SLNs), polimerik nanopartikiiller, —miseller,
nanoemiilsiyonlar, nanojeller gibi birgok ilag tasiyict sistem gelistirilmistir (Fonseca-
Santos ve ark., 2015). Lipozomlar ve nanopartikiiller, hazirlanmalarinin ve 6lgek
biiyiitmelerinin daha kolay olmasi nedeniyle beyin ilag tasinimi igin yapilan

calismalarda siklikla kullanilmiglardir (Pathan ve ark., 2009).

Lipozomlar, tek veya ¢ok tabakali fosfolipid ¢ift katmanlarla c¢evrelenmis
hidrofilik bir i¢ ¢ekirdege sahip nano boyutlu vezikiillerdir. Fosfolipit ¢ift tabakasinin
bir kismint olusturan ortak bilesenler, dogal olarak {iretilen sfingomiyelin,
fosfatidilkolin veya gliserofosfolipidlerdir. Iyi biyolojik uyumlulugun yani sira
hidrofilik ¢ekirdege etken madde yiikleme olasiligiyla lipozomlar, terapétiklerin

sistemik dagitimi i¢in genis ¢apta arastirilmistir (Qin ve ark., 2007).

Polimerik nanopartikiiller, dogal veya sentetik polimerlerden yapilan, 1 ila

1000 nm ¢ap araliginda degisen kati tasiyici araglardir. ilag yiikleme ydntemlerine
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gore, polimerik nanopartikiiller yiiklenen terapotik molekiiller, termodinamik olarak
stabil olan nanokapsiiller (etken madde polimerik matrisin her yerine veya hemen
ylizeyine ylklenir) veya nanokapsiiller (etken madde polimerik bir kabuk ile
cevrelenmistir) olusturabilir. Polimer ¢esitliliginin bir sonucu olarak, polimerik
nanopartikiiller, kontrollii ve / veya siirekli etken madde salim profili gibi istenen
ozellikleri elde etmek ve ayrica belirli bir siire boyunca hedeflenen bdlgede etken
madde salimina izin vermek i¢in tasarlanabilir. Bu nedenle, beyne ilag iletimi i¢in

cesitli polimerler ile olusturulan nanopartikiiller arastirtlmistir (Li ve ark., 2017).

Miseller, hidrofobik bir ¢ekirdek ve hidrofilik bir yiizeye sahip kararli kiiresel
nanoyapilar olusturmak i¢in sulu ¢ozeltilerde agretagat olusturan ve amfifilik blok
kopolimerlerden olusan yapilardir. Lipofilik bilesikleri ¢oziindiirme olasiliginin yani
sira belirli hedefleme ligandlariyla konjuge olma kapasitesinin bir sonucu olarak,

miseller, beyine ilag tasinmasinda umut vaat edicidir (Zhang ve ark., 2012).

Nanojeller, hidrojellerin nanopartikiilleridir ve biitiin KBE boyunca ilag
taginmasi olasilig1 sunar. Yiizey yiiklii nanojellerin hiicre zarinda nétr olanlara gore

daha iyi i¢sellestirme ozelligi sergiledigi bildirilmistir (Li ve ark., 2017).

Nanoemiilsiyonlar, yiizey aktif maddelerle stabilize edilmis su iginde yag (Y/S)
veya yagda su (S/Y) formiilasyonlarinin heterojen dagilimlaridir; burada i¢ fazin ¢api
nanometre boyuta indirgenir. Hedefleme i¢in yiizey modifikasyonu olasiligi,
hidrofobik (Y/S nanoemiilsiyonlar) veya hidrofilik (S/Y nanoemiilsiyonlar) maddeleri
¢cdzme yetenegi, nanoemiilsiyonlarin icerisine hapsettigi etken maddelerin alimini
hiicrelerin reseptér aracili endositozu yoluyla kolaylastirabilir, bu nedenle
nanoemiilsiyonlar KBE’den ilag tasinmasinda ig¢in umut verici bir yaklasimdir (Ganta

ve Amiji, 2009).

Tez kapsaminda kati1 lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin g¢alisilmasindan
dolay1 nanopartikiil ve kat1 lipit nanopartikiil konularina daha ayrintili olarak yer

verilmistir.
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1.3.1. Nanopartikiiller

Beyne yonelik nanopartikiil temelli ilag tasiyici sistemler, son yillarda siirekli
gelisen bir alandir. Nanopartikiiller (NP) boyutlar1 1-1000 nm arasinda degisen, lipit,
polimer, metaller, fosfolipitler gibi bir¢ok ¢esitli materyalden sentetik olarak
uiretilebilen, fiziksel ve kimyasal Ozellikleri boyutlar1 ve yapilarina bagli olan kati
kolloidal partikiillerdir. Bunlar, serebral endotel hiicrelerle etkilesime giren, KBE’ nin
istesinden gelebilen ve i¢inde kovalan baglanan, ¢oziinen, ylizeyde adsorbe edilen
veya tutulmus olan etken madde molekiillerini serbest birakabilen yiiksek verimli ilag

tastyict sistemlerdir (Krizbai ve ark., 2016; Psimadas ve ark., 2015).

Nanopartikiillerin partikiil boyutu ve yiizey 6zellikleri, parenteral veya oral
uygulanan ilaglarin hem aktif hem de pasif hedeflenmesini saglamak icin kolaylikla
degistirilmektedir (Dinda ve Pattnaik, 2013). Nanopartikiillerin hedefleme ligantlar
ile ylizey modifikasyonlarinin yapilmasi onlara KBE'den gecebilme ozelligi
kazandirmaktadir (Li ve ark., 2017). Aymi zamanda partikiillerin yiizeyinde ve
boyutundaki degisiklikler KBE gibi bariyerleri asmasini saglarken, bunun yani sira
partikiilleri atilimdan koruyarak dolagimdaki kalis siiresini artirmakta ve boylece ilacin
yar1 Omriinii uzatmakta ve emilim bolgesinde kalma siiresini uzatmaktadir (Psimadas

ve ark., 2015; Sung ve ark., 2007).

Nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri, ayn1 zamanda KBE boyunca
gecis mekanizmasinin hangisi oldugunu da belirler. Asagida belirtilen mekanizmalarla

nanopartikiiller KBE’den gegebilir:

> NP'ler, endotelyal hiicreler arasindaki siki baglari acar veya lokal toksik etkileri
indiikler, bu da KBE'nin lokalize olarak gegirgenligini artirarak ilacin serbest
formda veya NP'ler ile konjuge olarak penetrasyonuna izin verir.

> NP'ler endotel hiicresinden transsitozla geger.
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> NP'ler endositoz ile endotelyal hiicreler araciligiyla tasinir, igerikleri hiicre
sitoplazmasina salinir ve ardindan endotelyumun beyin tarafinda eksositoza
ugrar.

> Gegis yukarida belirtilen birkag mekanizmanin kombinasyonu ile olabilir

(Saraiva ve ark., 2016).

Bir nanopartikiiliin SSS’de ilag¢ tasinimda uygun olmasi i¢in gereksinimler su

sekilde 6zetlenebilir:

> 200 nm'den az pargacik boyutu

Y

Hafif pozitif yiizey yiikii

\4

Dolasimdaki stabil olmasi. Kanda agrege olmadan stabilitesini korumasi
onemlidir.

Azalmis sistemik ve beyin toksisitesi

Biyoparcalanir ve biyolojik olarak uyumlu

Diisiik immiinojenisite

Kontrollii ve siirekli etken madde salinimi

vV V V V V

Farkli molekiilleri (peptit, protein, niikleik asitler gibi) tagtyabilme i¢in bunlara
uygulanabilirligi (Chen ve Liu, 2012; Kaur ve ark., 2008; Krizbai ve ark.,
2016).

1.3.2. Kati Lipit Nanopartikiiller (SLN)

SLN’ler viicut sicakliginda kat1 olan lipitlerden hazirlanan yeni nanopartikiiler
ilag  tastyict  sistemlerdir.  Polimerik  nanopartikiillere  alternatif — olarak
gelistirilmiglerdir. SLN'ler ¢esitli etken maddeler yiiklenebilen kompakt bir matris
halinde olusturulan biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilen lipitlerle elde
edilen sulu kolloidal dispersiyonlardir. Polimerik nanopartikiillerin, yagh
emiilsiyonlarin ve lipozomlarin avantajlarinin kombine edildigi yapilar olan SLN’ler
ayni anda bunlarin dezavantajlarindan da kaginmaktadir (De Rosa ve ark., 2012; Kaur
ve ark., 2008; Lombardo ve ark., 2020). Bir SLN tipik olarak, stabilize edici ylizey
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aktif maddeler ve kati lipitten olusan kiiresel bir pargaciktir. Cekirdek lipitler
genellikle yag asitleri, gliseroller, mumlar veya bu maddelerin karigimlaridir.
Stabilizatorler, fosfolipitler, sfingomiyelinler, safra tuzlari (sodyum taurokolat) ve
steroller (6rn. Kolesterol) dahil olmak tiizere biyolojik membran lipitleri olabilir
(Nguyen ve ark., 2017). Modifiye edilmis salim, iyilestirilmis biyoyararlanim,
kimyasal olarak kararsiz molekiillerin bozulmaya karsi korunmasi, uygun maliyetli
yardimc1 maddeler ve genis uygulama spektrumu gibi 6nemli avantajlar sergilerler (De

Rosa ve ark., 2012).

SLN’ler yapilar1 itibariyle lipofilik KBE ile benzerlik gostermekte ve
boyutlarinin nispeten daha kiigiik olmasi, beyine etken madde tasiniminda ve KBE’den
geciste avantaj saglamaktadir. Bircok caligmada peptit protein maddeler i¢in uygun
tastyict olduklari, bu maddelerin stabilite ve in vivo performanslarini artirdiklar

gosterilmistir (Almeida ve Souto, 2007; Gastaldi ve ark., 2014).

SLN’lere ait diger avantajlar asagidaki sekilde siralanmaktadir:

> 120-200 nm araligindaki SLN’ler retikiilo endotel sistem (RES) hiicreleri
tarafindan alinmazlar ve boylece karaciger ve dalak eliminasyonu atlatilir.

> llag yiiklenmis SLN’ler haftalarca kontrollii salim yapabilir ve spesifik
ligantlarin baglanmas1 ve kaplamayla SLN’ler basarili sekilde spesifik
bolgelere hedeflenebilir.

> Yapilan ¢aligmalarda SLN’lerin diger kolloidal tasiyici sistemlere gore daha
uzun stabil kalabildigi goriilmiistiir. Ayrica hapsettigi etken maddeyi de ¢evre
kosullarindan ve fiziksel/kimyasal degredasyondan koruyabilirler.

> Yiiksek etken madde yiikleme kapasitesi mevcuttur.

> Hem hidrofilik hem lipofilik etken maddelerin yiiklenmesinde kullanilabilir.
Diisiik suda ¢6ziiniirliik problemini ortadan kaldirabilirler.

> Tastyic1 yaglar biyoparcalanabilirdir; bu nedenle toksik degildirler.

A\

Organik ¢oziicii kullanmadan tiretim yapilabilmektedir.
> Biiytik 6lgekli iiretime ve sterilizasyona uygundurlar (Gastaldi ve ark., 2014;
Kaur ve ark., 2008; Nguyen ve ark., 2017).
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Kuersetin AH’de olumlu etkileri oldugu gosterilmis olan flavonoid grubundan
bir polifenoldiir. Yapilan bir ¢alismada KBE’yi kolayca asabilecek SLN’ler tiretilmesi
amaclanmis ve kuersetin yiiklii SLN’ler hazirlanmistir. Elde edilen SLN’lerin partikiil
boyutu 200 nm’nin altinda, zeta potansiyelleri 22 mV olarak bulunmustur. Sicanlarda
yapilan in vivo c¢aligmalarda kuersetin yiiklii SLN'lerle tedavi edilen sicanlarin
biyoyaralanimin artmasindan dolay1, yalnizca saf kuersetin ile tedavi edilen siganlara

kiyasla daha iyi hafiza tutma sergiledigini gostermistir (Dhawan ve ark., 2011).

Kurkumin SSS hastaliklarinin tedavisinde biiyiik bir potansiyeli oldugu bilinen
terapotik bir ajandir ve AH i¢in kullanilabilir. Ancak geleneksel yoOntemler
kullanilarak beyine iletiminin saglanmasi oldukg¢a zordur. Malvajerd ve ark. (2019),
yaptig1 calismada kurkumin yiikli SLN’ler beyindeki birikimi artirmak amaciyla
hazirlanmistir. Yapilan farmakokinetik ¢calismalarda serbest kurkuminle karsilastirma
yapildiginda kurkumin yiiklii SLN’lerin beyinde tatmin edici miktarda oldugu
goriilmiistiir. Bu nedenle bu tasiyici sistemin beyne ilag iletilmesinde potansiyeli

oldugu bildirilmistir (Sadegh Malvajerd ve ark., 2019).

Bir AChE inhibitorii olan galantamin hidrobromiiriin, kolinerjik yan etkileri ve
zayif beyin penetrasyonu ve buna bagli olarak hedef bolgede daha diisiik
biyoyararlanimi gibi sinirlamalar1 nedeniyle biyobozunur ve biyo-uyumlu bilesenler
kullanilarak SLN formiilasyonu gelistirilmistir. In vivo degerlendirmeler, bilissel
eksiklik olan siganlarda saf etken madde ile karsilastirildiginda 6nemli hafiza yenileme
kabiliyetinin arttigin1 gostermistir. SLN tastyicilar, serbest etken maddenin yaklasik
iki kat1 biyoyararlanim saglamistir. Bu nedenle, SLN’lerin AH’de giivenli ve etkili ilag

taginimi i¢in umut verici bir arag olabilecegi belirtilmistir (Misra ve ark., 2016).

1.3.2.1.Kat1 Lipit Nanopartikiillerin Uretim Yontemleri

SLN’ler lipit, emiilgator ve su veya solvan kullanilarak asagidaki metotlar ile

uretilebilirler:
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Yiiksek basingli homojenizasyon (Sicak-Soguk homojenizasyon)
Ultrasonikasyon/homojenizasyon

Coziicii buharlastirma metotu

Coziicl emiilsifikasyon-difiizyon metotu

Stiperkritik akiskan sivi metotu

Piiskiirterek kurutma

Cift emiilsiyon metotu

Coktiirme teknigi

YV V.V V V V V V V

Mikroemiilsiyon (Fonseca-Santos ve ark., 2015; Prabhakaran ve ark., 2011).

Ultrasonikasyon-homojenizasyon teknigi SLN hazirlanmasinda siklikla
kullanilan bir yéntemdir. Ozellikle laboratuvarda SLN hazirlamak igin kullanilan
basit, hassas ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Kiictlik partikiil boyutu elde edebilmek
icin bu iki ayr1 teknik kombine halinde kullanilir. Bu teknigin avantajlarini siralayacak
olursak, kayma gerilimini azaltir, bOylece iiretim sirasinda olusan stres azalir
(Manjunath ve ark., 2005; Mishra ve ark., 2018; Prabhakaran ve ark., 2011). Bir digeri
kullanilan ekipmanin laboratuvar dlgeginde yaygin olarak bulunabilmesidir (Garud ve
ark., 2012). Ayrica bu yontem sirasinda organik ¢oOziicii kullanimima gerek
kalmamaktadir. Uygulama sirasinda belli bir siire boyunca yiiksek sicaklik
uygulanmaktadir (Mukherjee ve ark., 2009). Yontemde bir diger ¢ok kullanilan
yontem olan yiiksek basin¢li homojenizasyon yontemine kiyasla daha az miktarda
lipit, siirfaktan ve ¢oziicii kullanilir, bu da 6nemli bir avantaj olarak goriilmektedir

(Tapeinos ve ark., 2017).

Yontemi kisaca 6zetlemek gerekirse lipit erime noktasinin genelde 5-10 °C
tizerine kadar 1sitilir ve eritilir. Kullanilacak etken madde ¢oziiniirliik 6zelligine gore
sulu fazda ¢6ziinebilir veya lipit faza ilave edilerek disperse edilebilir. Stirfaktan iceren
sulu faz da lipit ile ayn1 sicakliga sitilir (yaklagik 70-80°C). Daha sonra su fazi yag
faz1 ayn sicaklikta karigtirtlir ve homojenizator yardimi ile kaba emiilsiyon olusumu
saglanir. Ardindan partikiil boyutunu kiigiiltmek amaciyla sonikasyon islemine tabi

tutulur ve bdylece nanoemiilsiyon elde edilir. Bu emiilsiyon oda sicakligina
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sogutuldugunda SLN’ler olugsmus olur (Tan ve ark., 2017). Yontem Sekil 1.5’de

sematize edilmistir.
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Sekil 1.5. Ultrasonikasyon-homojenizasyon yontemi ile SLN {iretimi.

1.4. Kati Lipit Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

1.4.1. Partikiil Bilyiikliigii ve Dagilim

Bu parametre nanopartikiilleri diger ila¢ dagitim sistemlerinden ve kaba tozdan
ayiran ¢ok Onemli bir parametredir (Jain ve Thareja, 2019). Partikiil biyiikligi
nanopartikiilin  fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesinde kritik bir rol
oynamaktadir; bu nedenle karakterizasyonunda  oOzellikle g6z  Oniinde
bulundurulmalidir (Akabri ve ark., 2011). Ayrica SLN’lerin fiziksel stabiliteleri de
partikiil boyutuna baghdir (Garud ve ark., 2012). Partikiil boyutu ve dagilimi
nanopartikiil-hiicre membrani etkilesmesi ve KBE’den nanopartikiiliin ge¢ebilmesini
onemli ol¢iide etkilemektedir (Comoglu ve ark., 2017; Kiiciiktlirkmen ve Bozkir,
2018).
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Partikiil boyutu 120-200 nm araligindaki SLN’ler RES tarafindan alinmazlar
ve boylece karaciger ve dalak eliminasyonu atlatilir (Nguyen ve ark., 2017). Bunun
yaninda KBE’den gegcis i¢in partikiil boyutunun 200 nm altinda olmasi gerekmektedir

(Kaur ve ark., 2008). Bu nedenle boyutun belirlenmesi, SLN’ler igin 6nemlidir.

Foton korelasyon spektroskopisi (PCS) ve lazer kirinimi (LD), partikiil
boyutunun belirlenmesi i¢in rutinde en ¢ok kullanilan tekniklerdir. PCS (dinamik 11k
sacilimi olarak da bilinir), pargacik hareketinin neden oldugu sacilan 1$181n
yogunlugundaki dalgalanmay1 olger, bu dalgalanma partikiil ¢api ile iligkilidir. PCS
ile partikiil boyutunu belirlerken, 3 nm ila 3um boyut araligini tespit eder (Garud ve
ark., 2012; Jain ve Thareja, 2019).

SLN’ler dogas1 geregi polidispers bir yapidadir. Partikiillerin partikiil
bliytikliigii dagilimi araligi, polidispersite indeksi olarak tanimlanmaktadir.
Partikiillerin ortalama biyiikliik c¢evresindeki dagilimlarinin bir gostergesidir.
Polidispersite indeksi PCS yontemiyle 6lgiilebilir. Bu araligin dar ya da genis olmasi
SLN’lerin davranigini etkilemektedir. Kiiciik partikiiller yaninda yer alan biiyiik
partikiiller, kolloidal dispersiyon igerisindeki lipit ve etken madde yiizdesinin biiyiik
bir kismini kaplayabilir ve bu durumda sistemin her tarafinda ayni etki gézlenmez.
Biiytik partikiiller ayn1 zamanda koalesansa yatkindirlar. Bu nedenle genis partikiil
biyiikligii dagilimi, stabilitenin azalmasina da neden olacaktir. Polidispersite
indeksinin (PI) kiigiik olmasi, partikiillerin benzer boyutlara sahip oldugunu ve
sistemin bu a¢idan homojen oldugunu ifade etmektedir, daha kiiciik degerler daha
monodispers sistemleri isaret eder. Cogu arastirmact SLN’ler i¢in 0,3’ten kiigiik PI

degerlerini uygun kabul eder (Das ve Chaudhury, 2011).

1.4.2. Zeta Potansiyeli

Kolloidal partikiiller dispersiyon ortaminda iyon adsorbe ederek pozitif ve
negatif yiiklenirler. Her partikiil yiikiine gore tam tersi iyonlarla sarilir ve olusan bu

tek tabakali yapinin etrafinda partikiilden bagimsiz olarak ikinci hareketli bir tabaka
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yer alir. Bu ikinci tabakaya hareketli diflize ¢ift tabaka denir. Partikiiliin yiizeyinin
potansiyeli ile ¢ift tabakanin disindaki nétral alan arasindaki potansiyel farka zeta

potansiyeli denir (Celebi, 2009).

Zeta potansiyeli SLN'ler i¢in 6nemli bir {iriin 6zelligidir; ¢iinkii yiiksek zeta
potansiyeli degerlerinde partikiillerin sterik stabilizorler ve hidrofilik yiizey ajanlanlari
gibi diger karmagsik faktorlerin yoklugunda agrege olmamasi beklenir. Genellikle
zetametre ile Olgiilir (Mukherjee ve ark., 2009). Zeta potansiyeli degeri kolloidal
dispersiyonlarin saklama kosullarindaki stabiliteleri ile ilgili tahminlere olanak
saglamaktadir (Garud ve ark., 2012). Zeta potansiyeli ayrica azaltilmis RES alimiyla
dozaj formunun tasarlanmasina yardimct olur. RES alimini azaltmak i¢in partikiil

yiizeyinin hidrofilik olmas1 gerekir (Manjunath ve ark., 2005).

Genel olarak, + 30mV'den biiylik zeta potansiyeli, elektrik itme nedeniyle
parcaciklar arasindaki temas1 bloke ederek nano tasiyicilarin dagilimini stabilize eder.
Ayrica, NP'lerin ylizeysel elektrik potansiyeli, bitisik partikiillerle (komsu NP'ler
dahil) ve biyolojik sistemle etkilesimi degistirdigi i¢in 6zellikle formiilasyonda son

derece 6nemlidir (Jain ve Thareja, 2019).

Zeta potansiyeli siklikla lazer doppler anemometresi ile belirlenir.
Nanopartikiillerin seyreltilmis siispansiyonundan zayif bir elektrik alani gegirilir ve
elektroforetik hareketliligi hesaplamak icin kullanilan bir frekans kaymasi i¢in sagilan
151tk gozlemlenir. Ek olarak, elektroforetik 151k sacgilimi, zeta potansiyelinin
belirlenmesine olanak saglayan bir elektrik alan1 altinda partikiil hizin1 belirlemek i¢in

kullanilir (Jain ve Thareja, 2019).

1.4.3. Etken Madde Yiikleme Kapasitesi

Basarili bir nanopartikiil ilag tasiyici sistem, matris olusumu igin ihtiyag
duyulan materyallerin miktarin1 azaltmak i¢in yiiksek bir etken madde yiikleme
kapasitesine sahip olmalidir (Dinda ve Pattnaik, 2013). Etken maddenin salim profilini

34



etkiledigi i¢in SLN'deki en 6nemli karakteristik dzelliklerindendir. Nanopartikiillerin
birim agirligr basina enkapsiile olmus etken madde miktari, tutulan ilacin SLN
formiilasyonundan ayrilmasindan sonra belirlenir. Bu ayirma, ultrasantrifiijleme,
santrifiij filtrasyonu ve/veya jel gegirgenlik kromatografisi gibi teknikler kullanilarak
gerceklestirilebilir  (Prabhakaran ve ark., 2011). Sulu fazda etken madde
konsantrasyonunun analiz edilmesi enkapsiilasyon etkinligini verir (Manjunath ve
ark., 2005). Yiiklenen etken madde miktari, SLN siispansiyonunun santrifiij
filtrasyonundan/ultrasantrifiijiinden sonra siipernatantta kalan etken madde miktarinin
belirlenmesiyle veya nanopartikiil sedimenti uygun ¢oziiciide ¢oziiliip etken madde

miktari analiz edilmektedir (Kaur ve ark., 2008).

1.4.4. 1in Vitro Salim (Céziinme Hiz1)

Co6ziinme hizi belli bir zaman diliminde ¢oziinen madde miktaridir ve Kinetik
bir olaydir, Noyes-Whitney ve tiirevi denklemler ile ifade edilir (Takka ve ark., 2009).
In vitro ¢oziinme hiz1 testleri genellikle ila¢ gelistirme asamasinda insanlarda
biyoyararlanimimi 6n gérmeye yarayan testlerdir. Ilacin performans: ve kalitesi ile
ilgili fikir vermektedir. Kati farmasotik sekil igindeki etken maddenin yapay bir
ortamda, belirli deney kosullar altinda ¢6ziinme hiz1 saptanir. Testin sonucunda belirli
bir siirede farmasotik sekil igindeki etken maddenin ¢6ziinen yiizde miktart
degerlendirilir.  Genellikle uygun formiilasyon  gelistirmede, gelistirilen
formiilasyonun seriler arasindaki benzerliginin tespiti, in vivodaki performansi
degerlendirmek ve biyoyararlanim veya biyoesdegerlik (BE) caligmasi1 yapilmis seriye
uygun {retimin devamini saglamak i¢in in vitro ¢oziinme hiz1 calismalar

yapilmaktadir (Storey, 1996; Yilmaz Usta ve Teksin, 2015).

SLN’lerde etken madde salimi, etken maddenin lipit matriksten difiizyonuna
ve lipit matriksin in vivo par¢alanmasina baglidir. Polimerik nanopartikiillerin aksine
SLN’ler kanda lipaz enzimi ile pargalanabilirler ve bu da etken madde salinimina

olanak verir (Manjunath ve ark., 2005).
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1.4.5. Morfolojik inceleme

SEM ve TEM nanopartikiilleri direkt olarak gdzlemlemeye ve morfolojik
incelemeye olanak saglar. Bu teknikler ayn1 zamanda partikiil boyutu ve dagiliminin
tespitinde de kullanilabilir. Numuneden yayilan elektronlar ve numuneden gegen
elektronlar sirasiyla SEM ve TEM'de goriintii olusumu i¢in kullanilir. TEM ile daha
kiiclik boyuttaki partikiiller incelenebilir, tespit limiti daha asagidadir, diger metotlara
gore validasyonu daha iyidir (Sarangi ve Padhi, 2016). TEM, SEM'in aksine daha
yiiksek bir ¢oziiniirliik gosterir; bu nedenle genellikle NP'lerin morfolojisini incelemek
icin kullanilir (Jain ve Thareja, 2019). SLN’lerin kabuk-¢ekirdek yapisin1 daha net
goriintillemek i¢in TEM’de Orneklerin hazirlanmasi sirasinda iranil asetat ve
fosfotungustik asit gibi boyalar kullanilabilir (Das ve Chaudhury, 2011; Mandal ve
ark., 2013).

1.4.6. Termal inceleme

SLN'lerin kristalligi ve polimorfik davranisi, etken madde yiiklenmesini ve
salim oranlarini1 giiglii bir sekilde etkiler. Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC),
camsi gegis ve erime noktasi sicakliklarinin ve bunlarla iligkili entalpilerinin Sl¢iilmesi
yoluyla nanopartikiillerin kristal yapisini belirlemek i¢in kullanilabilir (Sarangi ve
Padhi, 2016). DSC, farmasotik arastirmada malzemelerin yapisal modifikasyonlarinin
Olciilmesine dayanan, 1s1 alimi (eritme ile ilgili) veya 1s1 emisyonu (kristalizasyonda
yer alan) gibi 1s1 degisimlerinin eslik ettigi bir yontemdir. Bu teknik, kontrollii sicaklik
programlar1 altinda gerceklesen ve bir malzemenin fiziksel niteliklerine iliskin
bulgular1 géstermeye olanak saglayan 1s1 degisimlerini hesaplamay1 amaglamaktadir
(Jain ve Thareja, 2019). DSC deneyleri, kat1 ¢ozeltiler, basit 6tektik karisimlar veya
etken madde ve lipit etkilesimleri gibi kat1 dagilimlar1 ve farkli lipitlerin karigim
davranigini anlamak i¢in yararlidir. DSC analizinin sundugu bu olanak olas1 etken
madde-yardimc1 madde ya da yardimci madde-yardimci madde etkilesimleri
anlayabilmek agisindan formiilasyon c¢alismalarinda avantaj saglayabilir (Manjunath

ve ark., 2005).
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1.4.7. Sterilizasyon

Parenteral uygulama igin SLN’ler steril olmalidir. Otoklavlama ile
sterilizasyon sirasinda yiliksek sicaklik ulagilmasi, otoklavda muhtemel bir
mikroemiilsiyonunun olusmasina neden olur ve biiylik olasilikla sicak nano
damlaciklarin boyutunu degistirir. Hemen ardindan yapilan yavas sogutmada, SLN
yeniden sekillenir, ancak bazi damlaciklar birleserek SLN’nin ilk {retildigi
zamankinden daha biiyiikk partikiiller olusturabilir. SLN sterilizasyondan Once
yikandigindan, sicak sistemde bulunan yiizey aktif madde ve yardimci ylizey aktif
madde miktarlar1 daha azalabilir, bu durumda nano damlaciklar yeterince stabilize
edilemeyebilir. Yapilan ¢alismalarda genellikle otoklav sterilizasyonundan sonra
partikiil boyutunun biiyiidiigii bulunmustur. Bu nedenle aseptik iiretim yapilmasi ve
partikiil boyutu 0,2 pm altinda ise filtrasyonla devam edilmesi diisiiniilebilir (Mehnert
ve Mader, 2001; Prabhakaran ve ark., 2011; Sarangi ve Padhi, 2016).

1.4.8. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR spektroskopisi bir Ornegin IR radyasyonu absorsobsiyonunun,
yogunlugunun ve dalga boyunun ol¢iildiigli bir yontemdir. Molekiillerdeki cesitli
baglarin titresim frekanslar1 bu yontemle dlciilebilmektedir ve bdylece molekiildeki
fonksiyonel gruplara dair fikir vermektedir (Kong ve Yu, 2007). Bu yontem kiigiik
molekiiller i¢in siklikla kullanilan bir yontem olmasinin yani sira proteinlerin sekonder
yapist ile ilgili fikir vermektedir ve sekonder yapi analizi i¢in kullanilmaktadir
(Bunaciu ve ark., 2014). Polipeptit ve proteinlerin sekonder yap1 analizinde 1650 cm”
! civarinda absorbans veren amit I bandi, analize daha duyarli olmas1 nedeniyle ile
kullanilmaktadir. Amit I vibrasyonunun sekonder yapiya olan bu hassasligi sayesinde
IR spektroskopisi ile protein yapisindaki katlanma, agilma ya da agregasyon hakkinda
bilgi edinilmektedir (Barth, 2007).
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FTIR spektroskopisi hazirlanan SLN formiilasyonlarinda etken madde ve
yardimc1  maddeler arasindaki molekiiler etkilesimi incelemek i¢in de
kullanilmaktadir. Etken madde ve yardimci maddelere ait ana keskin ve karakteristik
fonksiyonel grup pikleri SLN’ler hazirlandiktan sonra yapilan analizle yardimci
maddeler ve etken madde arasindaki kimyasal gecimlilik ile ilgili fikir vermektedir,
bu nedenle formiilasyon gelisimi sirasinda bu analizin yapilmasi Onerilmektedir

(Newton ve Kaur, 2019).

1.4.9. Stabilite

Uzun siireli saklama sirasinda SLN'lerin fiziksel 6zellikleri, zamana bagh
olarak zeta potansiyeli, partikill boyutu, etken madde igerigi, goriinim ve
viskozitedeki degisiklikler izlenerek belirlenebilir. Sicaklik ve 151k gibi harici
parametreler, uzun siireli stabilite i¢in birincil dneme sahiptir. 4° C en uygun saklama
sicakligidir; 20° C’de uzun siireli saklanan SLN’lerde yapilan incelemelerde, etken
madde yiiklii SLN’lerde agregasyon veya etken madde kaybi gézlenmemistir. 50°
C’de partikiil boyutunda hizli bir biiyliime gozlenmistir (Prabhakaran ve ark., 2011).

1.5. Etken Madde

1.5.1. Donepezil HCI

Donepezil  hidrokloriir ~ beyinde  predominant  kolinesteraz ~ olan
asetilkolinesterazin selektif ve geri donislii (tersinir) bir inhibitoriidiir. Donepezil,
Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) AH igin onaylanan ikinci antikolinesterazdir
ve 1996'dan beri mevcuttur. Yapilan g¢alismalarda hafiften agir seyirliye kadar
Alzheimer’l1 hastalarda bilissel 6zellikleri iyilestirdigi bulunmustur (Chinthapalli,
2017; Korabecny ve ark., 2014).
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Fizikokimyasal ozellikleri

» Kimyasal ismi: (%)-2,3-dihidro-5,6-dimetoksi-2-[[1-(fenilmetil)-4
piperidinil]Jmetil] —1H-inden-1-hidrokloriir

Molekiiler formiilii: C24H20NO3HCI

Molekiil agirligi: 415.96

Gortintim: Beyaz kristal toz

YV V VYV V

Coziiniirligii: Kloroformda serbestge ¢oziiniir, suda ve glasiyel asetik asitte
¢oziiniir, etanol ve asetonitrilde hafif ¢oziiniir, etil asetat ve n-hekzanda pratik

olarak ¢6ziinmez (FDA-CDER, 2009).

Sekil 1.6. Donepezil HCI kimyasal yapisi.

Farmakodinamik ozellikleri

Alzheimer tipi demansli hastalarin katildig1 klinik ¢aligsmalarda hastalara 5 mg
veya 10 mg’lik donepezil hidrokloriir giinde tek doz olarak uygulanmis ve dozu
takiben yapilan eritrosit membranlarinda yapilan Ol¢iimlerde sirasiyla %63,6 ve
%77,3’liikk asetilkolinesteraz aktivitesinin kararli durum inhibisyonu gozlenmistir

(RxMediaPharma, 2020).
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Farmakokinetik ozellikleri

Donepezil iyi absorbe olabilen bir maddedir. Maksimum konsantrasyonuna
uygulamadan yaklasik 3-4 saat sonra ulasir. Absorbsiyonu 3-5 saat siirer ve CYP 450
enzimlerinin 2D6 ve 3A4 izoenzimleri ile metabolize olur ve glukuronidasyona ugrar.
Yar1 omrii gok uzundur yaklasik 70 saattir. Donepezil hidrokloriir yaklasik olarak %95
oraninda plazma proteinlerine baglanir (RxMediaPharma, 2020; Samanta ve ark.,
2006).

Endikasyonlar

Donepezil hafif ve orta siddette Alzheimer tipi demansin semptomatik
tedavisinde endikedir (RxMediaPharma, 2020).

Tedavi dozu ve uygulanmasi

Donepezil giinde bir kez uygulanan tek asetilkolinesteraz inhibitoriidiir. Kolay
bir doz artirma programi mevcuttur. Baslangi¢ dozu giinde 5 mg yatma vakti onerilir

ve 4-6 haftadan sonra giinliik 10 mg doza kadar ¢ikilabilir (Samanta ve ark., 2006).

Donepezil 'in yan etkileri

Donepezil’in yan etkileri doz bagimlhidir hafif ve genellikle gastrointestinal
sistem ile ilgilidir. En ¢ok rapor edilen yan etkileri gastrointestinal sistemle ilgili olarak
bulanti, kusma, diyare iken SSS ile ilgili bas agrisi, uykusuzluk ve bas donmesidir. Bu
yan etkiler tipiktir, hafif seyirlidir ve gecicidir. Seyrek olarak huzursuz bacak,
kekeleme, idrar kagirma ve purpurik dokiintiiye neden oldugu bildirilmistir (Samanta
ve ark., 2006). 24 hafta boyunca 10 mg dozda donepezil kullanan hastalarda %5
anoreksi, %29 diyare, %3, bas donmesi, %5 haliisinasyon, %7 kaslarda kramp, %9
bulant1 ve %8 kusma goriilmiistiir. Goriilen yan etkilerden dolay1 bazi olgularda hasta

ilac1 birakmak zorunda kalabilir (Chinthapalli, 2017).
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Donepezil 'in AH de kullanimina ve etkisine yonelik arastirmalar

Yapilan ¢alismalarda Donepezil'in hastaliga olan kolinerjik etki ve katkilarinin
yaninda ApB'min noral toksisitesini azalttigi ve APP prosesini de etkiledigi
gosterilmistir. Af olusumunda APP'nin toksik N-terminal bodlgesinin maruziyet
stirecine miidahale ederek etki gosterir ve kaskadin norodejenerasyona baslamasini

onledigi diistiniilmektedir (Jacobson ve Sabbagh, 2008).

Rodent PCI12 hiicrelerinde, Donepezil’in  Ap (25-35) fragmaninin

norotoksisitesini zayiflattigi gosterilmistir (Nordberg ve Svensson, 1998).

Rodent septal noron kiiltiiriinde, Donepezil’in kolinerjik néronlart AB(1-42)

maruziyetinden korudugu bulunmustur (Kimura ve ark., 2005).

APP prosesiyle iliskili bir trombosit modelinde, Donepezil ile 30 giinliik
tedavinin o-sekretaz klivajimi arttirdigi ve P-sekretaz klivajimi azalttigi, boylece

norotoksik son tiirlinlerin olusumunu azalttigr bulunmustur (Zimmermann ve ark.,

2005).

Sinaptik plastisitenin kolinerjik modulasyonu iizerinde Donepezil’in etkilerine
bakildiginda, Donepezil’in bozunmay1 uzun vadede 6nledigi ve nikotinik reseptorlerin
hipokampal ve neokortikal sayilarini artirdigi gosterilmistir (Barnes ve ark., 2000).
Yapilan baska bir PC12 hiicre kiiltiirii ¢calismasi Donepezil’in hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen kinazin aktivasyonunu artirarak noéronal farklilasmay1 giiclendirdigini

gostermistir (Oda ve ark., 2007).

Donepezil yiiksek doku segiciligine sahip olmasina ragmen, kan-beyin engelini
(KBE) tam olarak gecemez. Kolinesterazin periferal inhibisyonu, bir dizi yan etkiye
neden olur. Yiiksek dozda Donepezil, gastrointestinal rahatsizlik, mide bulantisi,
kusma, ishal ve kas kramplar1 gibi ¢esitli yan olaylara yol agabilir (Berk ve Sabbagh,
2012).
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Donepezil, FDA tarafindan piyasada onaylanmis ve klinikte yaygin olarak
uygulanan etkili, giivenli, tolere edilen ve anlamli bir ila¢ olmasina ragmen halen
cesitli sorunlar1 bulunmaktadir. Yalnizca AH ilerlemesini geciktirebilir ve
semptomlar1 hafifletebilir ancak seyri sona erdiremez veya bilissel disfonksiyonu
tamamen ortadan kaldiramaz. Ayrica Donepezil’in 6-12 ay siiren genel ve giinliik
kullanimda fayda sagladigi gosterilmistir. Diger bir deyisle Donepezil, siddetli ve
ilerlemis AH'nin tedavisinde ¢ok sinirli bir potansiyel sergilemektedir. Bu nedenle
Donepezil’in etki siiresini uzatmaya yonelik ¢abaya hala acil ihtiyag vardir (Li ve ark.,
2018).

1.5.2. Humanin

Bir Alzheimer’li hastanin beyninin hastaliktan etkilenmemis kisimlarindaki
cesitli yasamsal faktorleri arastiran Hashimoto ve ark. (2001), Humanin (HN) adli
peptiti kesfetmislerdir. Humanin néroprotektif bir ajandir. Goriiniiste AH'li bir beynin
hastaliktan etkilenmemis normal bolgesinden alinan bir cDNA’dan izole edilmistir ve
24 aminoasitlik bir peptiti kodlayan bir genden olusur. Bu peptit noron hiicresine
transfekte oldugunda AB42’den dolay1 olusan sitotoksisiteye karsi hiicreyi korur. Hem
sentetik hem de sekrete Humanin’in bu etkiyi gosterdigi ve Humanin etkisinin hiicresel
reseptorleri de kapsadigi saptanmistir (Hashimoto ve ark., 2001; Yen ve ark., 2013;
Ying ve ark., 2004). Humanin hem dolasimda hem de hiicre membranlarinda tespit
edilmistir. Endotel hiicreler, glial hiicreler ve lireme hiicreleri de dahil olmak iizere
fizyolojik kosullarda bir¢ok hiicre tipinde bulunmustur. Spesifik reseptorler araciligi
ile etkilerini gosterir. Metabolik hiz1 yiiksektir, birgok dokuda lokalizedir ve yasla
birlikte ekspresyonu azalir (Gurunathan ve ark., 2019; Zarate ve ark., 2019).

Glyl4-Humanin, Humanin’in bir varyantidir ve Serl4 yerine Glisin
substitiisyonu ile elde edilir ve Humanin’e gore 1000 kat daha aktif oldugu
gosterilmistir (Niikura ve ark., 2004; Nishimoto ve ark., 2004).
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Sekansi

MAPRGFSCLLLLTSEID

Sekil 1.7. Humanin yapisi.

Etki mekanizmasi

Apoptozisi kontrol eden bir protein olan BCL-2-benzeri protein 4 (BAX)’e
baglanarak apoptozisi baskilar. BAX i sitozolden mitokondriye translasyonunu
onler. Insiilin benzeri bilyiime faktorii baglayici protein-3 (IGFBP3)’e baglanir ve
spesifik olarak IGFBP3’e bagl hiicre 6liimiinii bloke eder. Formil peptit benzeri
reseptor-2 (FPR2) araciligiyla mononiikleer fagositlerin kemotaksizini tetikler.
APP’nin mononiikleer fagositler iizerindeki etkisini baskilar ve G proteinine bagl
formilpeptid reseptorii-1 (FPRL1)’i yarismali olarak inhibe eder ve bdylece
agregasyon ve fibrilasyon olusumunu azaltir (Yen ve ark., 2013; Ying ve ark., 2004).
Ek olarak, ¢alismalar sinyal dondstiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii-3 (STAT3)
aktivasyonunun HN aktivitesi i¢in gerekli oldugunu gostermektedir. HN, STAT3
sinyal yolunu aktive etmek igin bir sitokin reseptorii olan glikoprotein-130 (GP130)
araciligiyla hareket etmektedir. Bu nedenle GP130 sinyallemesindeki bir artisin AH'de
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faydali olabilecegi One siiriilmektedir. Arastirmacilar, HN'nin anti-AH terapdotik
yararlarinin, monomerik A kalintilar1 ile etkilesimin, AP oligomerizasyonunun
Onlenmesine yol actigini ve bunun da norolojik koruma sagladigini bildirmislerdir

(Alam ve ark., 2018).

Farmakodinamik ozellikler

HN, apoptoz, hiicre sag kalimu, lipit akis1 ve inflamasyon gibi ¢esitli biyolojik
stireglerde kritik rol oynar. Cesitli ¢alismalar, HN'nin néronlar, pankreas f hiicreleri,
testikiiler germ hiicreleri, Leydig hiicreleri ve rat hipofiz hiicre hatti olan GH3
hiicreleri gibi ¢esitli hiicre tiplerinde sitoprotektif etkilerini gostermistir. HN,
sitoprotektif etkilerine ek olarak, BAX ve B hiicreli lenfoma-2 (BCL-2) gibi BCL-2
aile iyelerinin i¢ kaynakli mitokondriyal yolunu ve ekspresyonunu ve hiicre ici
konumunu modiile ederek antiapoptotik aktivite gosterir. HN, proapoptotik BCL-2
ailesi iyeleriyle etkilesime girer ve bunlarin BAX gibi mitokondriyal proteinlere
translokasyonunu engeller, bdylece apoptozom olusumunu ve kaspaz-3 aktivasyonunu
inhibe eder (Gurunathan ve ark., 2019). HN, néronlari in vitro ve in vivo oksijen-
glikoz yoksunlugu, hipoksiye bagli hiicre 6liimii ve serebral enfarktiisten kaynaklanan

oksidatif stres kaynakli hasara karsi1 korur (Zarate ve ark., 2019).

Humanin ile yapilmis calismalar

HN, monomerik AP(1-42) agregasyonunu fibrillere 6nemli Gl¢lide inhibe
edebilir ve onceden olugsmus AP(1-42) fibrilleri destabilize edebilir. Yapilan bir
calismada HN, AB(1-42) fibril olusumunu inhibe etmede ve 6nceden olusturulmus
AP(1-42) fibrilleri bozmada etkili bulunmustur. Ayrica, HN ile tedavi edilen
monomerik veya fibriler AB(1-42)'nin, PC12 hiicreleri lizerinde AB(1-42) aracili
sitotoksik etkileri onemli 6l¢iide azalttigit MTT testi ile bulunmustur. Sonuglar HN'nin
sadece AB(1-42) fibril olusumunu inhibe etmekle kalmayip, ayni zamanda dnceden
olusturulmus AB(1-42) fibrilleri de ayristirdigimi gostermistir; bu HN'nin anti-Ap
agregasyonu ve fibrillogenez ve fibril stabilize edici 6zelliklere sahip olabilecegine

dair yeni kanitlar saglar; bu nedenle HN, AH'nin 6nlenmesi ve/veya tedavisi i¢in ¢ok
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hedefli bir ajan olarak umut verici terapotik potansiyele sahip olabilir (Zhang ve ark.,
2014).

Gotoh ve ark. (2004), yaptiklar1 calismada, HN'nin oksidatif stres, serum ag¢higi
ve hipoksi dahil ¢esitli hasarlara karsi koruyucu bir faktér olarak davrandigini

gostermistir.

HN ve tiirevlerinin AP nedenli uzamsal 6grenme ve hafiza bozuklarini ratlarda
uzun dénemde sinaptik protein ekspresyonu, dendritik dal sayisini etkileyerek onledigi

bulunmustur.

Yuan ve ark. (2016), ratlar tizerinde yaptiklar1 benzer bir ¢alismada AB’nin
neden oldugu O6grenme ve hafiza sorunlarina yonelik Gly-14-Humanin etkisini
incelemislerdir. AP nedenli 6grenme ve hafiza bozukluklarina karsi ratlar1 korudugu
belirlenmistir. Ayrica AB’den dolayr bozulan STAT3 aktivitesinin de korundugu

gorilmiistiir.

Chiba ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismada Humanin'in presinaptik asetilkolin
seviyelerini ve postsinaptik muskarinik M1 reseptor aracili sinyal transdiiksiyonlarini
artirarak, kolinerjik norotransmisyonu yukar1 regiile ettigini ve sonugta kolinerjik
noronlarin iglev bozuklugunun neden oldugu bilissel bozuklugun baskilanmasina yol

actigini gostermislerdir.

1.6.  Hedeflendirme i¢cin Kullanilan Ajanlar

SLN’ler, KBE'yi gecebilir; ancak ilag birikiminde yalnizca sinirli bir artisa yol
acar. Son yillarda, KBE ila¢ hedefleme stratejileri gelistirmek igin biyoloji temelli
yaklagimlar Onerilmistir. KBE i¢indeki farkli endojen nakil sistemlerinden
yararlanarak beyne ila¢ ulastirmak, ilag dagitim sistemlerinin yeniden formiile
edilmesini gerektirir. Spesifik ligantlar ile modifiye edilmis SLN'ler spesifik bir hedefe

tasinmay1 saglayabilir. SLN'lerin bu sekilde aktif hedeflendirme mekanizmalari
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kullanilarak modifiye edilmesi, tasinim agisindan biiyiik bir potansiyel olusturabilir

(Gastaldi ve ark., 2014).

1.6.1. Transferrin

SLN’lerin beyine hedeflendirilmesinde transferrin (Tf), laktoferrin (Lf), folik
asit, betahidroksibiitirik asit, apolipoprotein E gibi bir¢cok ligand incelenmistir. Tf
kandaki serbest demiri baglar ve TfR bu yiikli transferrin proteinlerini KBE dahil
olmak tizere viicuttaki cesitli doku engellerini asarak tasimaktan sorumludur. AH
hastalarinin TfR yogunlugu serebral mikro damarlarda degismezken hipokampusda
azalir. AH'de reseptdr aracilt yol kullanilarak maddelerin verilmesi i¢in uygun bir

adaydir (Robinson ve ark., 2015).

Kuo ve Wang’in (2014), yapmis oldugu ¢alismada sakunavir yiikli kati lipit
nanopartikiillerin yiizeyi transferrin ile modifiye edilmis ve insan beyin kilcal endotel
hiicreleri (HBMC'ler) ile olusturulan KBE modelinden gecisine bakilmistir.
Transfferin modifikasyonu hiicre alimma o6nemli oOlgiide etki etmistir ve Tf

konsantrasyonundaki artis KBE’den gecisi artimistir.

Li ve ark. (2016), tarafindan yapilan ¢alismada karbon noktaciklari (C-dot)
transfferin baglanmis ve zebra baliklarinda transferrin vasitasiyla reseptdr aracili
endositoz ile KBE’inden geg¢isi incelenmistir. Calismada noktacik yapilarinin tersine

transferrin/C-noktacik yapilarinin SSS’ne rahatlikla girdigi gézlenmistir.

Gupta ve ark. (2007), yapmis olduklari ¢alismada Tf konjuge edilmis SLN’leri
kinin hidrokloriir’ii serebral malaryanin tedavisi amagli beyne tasimak ig¢in
kullanmiglardir. TfR ¢esitli hiicre tiplerinin yiizeyinde oldugu ve demire doymus
Tfnin reseptdr aracili endositoz yoluyla hiicre igine girmeye aracilik ettigi
bilinmektedir. Kandan beyne giden Tf'nin reseptdr aracili endositoz ile gittigi
kanitlanmistir. Tf SLN yiizeyinde bulunan fosfatidiletanolamin araciligi ile SLN’ye
baglanmistir. Ardindan in vivo ¢alismalarda etken madde yiikli Tf SLN, Tf konjuge
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edilmemis SLN ve serbest kininin IV olarak uygulanmasindan sonraki kinin plazma
seviyeleri ve doku dagilim1 incelenmistir. Tf ile konjuge SLN’lerin serbest ve konjuge
edilmemis SLN ile karsilagtirildiginda belirgin sekilde beyine kinin alimini artirdigi
goriilmiistiir. Arastirmacilar etken madde yiiklii SLN’nin Tf modifikasyonu ile aktif

hedefleme yapilarak taginmanin arttigini kanitlamiglardir.

1.6.2. Apo-E

Lipoprotein reseptorleri (LDLR), beyindeki siipirme ve sinyalizasyondan
sorumlu genis bir reseptor proteinleri sinifidir. Diisiik yogunluklu lipoprotein olan
Apo-E reseptorii, kolesteroliin beyne tasinmasindan sorumludur ve bu nedenle,
iyilestirilmis KBE permeasyonu i¢in hedeflendirici olarak 6nerilmistir (Robinson ve
ark., 2015). Apo-E’nin 2,3 ve 4 olmak iizere 3 adet alleli mevcuttur. Bunlardan Apo-
E-4’lin AH patogenezi ile iliskili oldugu bulunmustur. Bu nedenle hedeflendirici
olarak kullanilirken bunun goz 6niinde bulundurulmasi gerekir. Yapilan ¢aligmalarda
Lipoprotein reseptorlerine Apo-E 3 ve 4’iin baglanma affinitelerinin ayni oldugu
bulunmustur (Yamazaki ve ark.,, 2016). Bu durum goz Oniine alinarak AH

patogenezinde rol oynamayan 3 allelini kullanmak mantikl1 bir yaklagim olabilir.

Neves ve ark. (2016), tarafindan hazirlanan resveratrol yiiklii SLN’ler, KBE’de
ekspresyonu yiiksek olan LDL reseptorleri tarafindan tanman apolipoprotein E ile
fonksiyonellestirilmistir. Apolipoprotein E ile fonksiyonellestirilmis resveratrol yiikli
SLN’ler, insan serebral mikrovaskiiler endotel hiicreleri hCMEC/D3’ten

permeabiliteyi 6nemli 6l¢iide artmistir.

Dal Magro ve ark. (2017), yaptiklar1 benzer ¢alismada SLN’lerin KBE’den
gecisini artirmak icin partikiil ylizeyi Apo-E ile modifiye edilmis ve in vitro KBE
modeli ile partikiiliin KBE’den gecisi incelenmistir. Calisma sonucunda SLN’lerin
KBE’den gegcisi arttirilmis ve Apo-E’nin umut vaat eden bir hedefleyici ajan oldugu

belirtilmistir.
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Ayrica iyonik olmayan yiizey aktif maddelerin, Apo-E'nin NP'lerin yiizeyine
adsorpsiyonunu tesvik edebildigi belirlenmistir. Ornegin, FDA onayli bir enjekte
edilebilir yiizey aktif madde olan polisorbat 80, NP'lere konjuge edildiginde serumda
Apo-E'yi adsorbe edebilir ve polisorbat 80 kapli NP'ler, bir¢ok grup tarafindan bir
beyin hedefleme dagitim sistemi olarak degerlendirilmistir (Gao, 2016).

1.7.  Yapisal Biitiinliik Calismalar:

1.7.1. Sirkiiler Dikroizm (CD) Analizi

Proteinlerin hizli karakterizasyonu yapilacak olan proteomik ve genomik
caligmalar icin Onem tasimaktadir. Sirkiiler dikroizm (CD) proteinlerin ikincil
yapisini; katlanma ve baglanma 6zelliklerinin hizli bir sekilde degerlendirilmesi i¢in
kullanilan bir yontemdir. CD kisaca sola ve saga donen polarize 15181in esit olmayan
sogurulmasi olarak tanimlanir. Asimetrik molekiiller 1s1kla etkilesime girdiginde, sag
ve sol yonlii dairesel polarize 15181 farkli boyutlarda emebilirler ve ayrica iki dalga i¢in
farkli kirilma indislerine sahip olabilirler. Sonug, 151k dalgasinin diizleminin
dondiiriilmesi ve saat yoniine dondiirme (ER) ve saat yoniiniin tersine dondiirme (EL)
vektorlerinin eklenmesinin bir elipsi izleyen bir vektorle sonuglanmasi ve 15181n eliptik
olarak polarize oldugu sdylenmesidir. CD ya AE birimleri cinsinden, asimetrik bir
molekiil tarafindan ER ve EL'nin emilmesindeki fark ya da eliptiklik derecesi cinsinden
aciklanir (Greenfield, 2006).

a-heliks proteinler 222 nm, 208 nm’de negatif bant ve 193 nm’de pozitif bant
gostermektedirler. B-heliks katlanmaya sahip olanlar ise 218 nm’de negatif ve 195

nm’de pozitif bant gosterirler (Wei ve ark., 2014).

48



1.7.2. Native-PAGE

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) biyolojik proteinlerin ayrilmasinda en
cok kullanilan yontemlerden birisidir. Elektroforetik hareketlilige gore ayrim saglar

(Petrov ve ark., 2013).

Akrilamid ile por biiyiikliigli ayarlanabildiginden poliakrilamid jel olusturmak
avantajlidir. Kiiciik por genisliginde akrilamid jel daha kiigiik molekiillerin ayriminin
saglanmasinda yardimeci olur. Poliakrilamid jeller akrilamid ve ¢apraz baglayict N,N’-
metilen-bis-akrilamidin serbest radikal polimerizasyonuyla hazirlanir. Kimyasal
polimerizasyon bir baslatici-katalizor sistemi (amonyum persulfat-TEMED)
tarafindan kontrol edilir. Bir jelin ayristirma giici ve molekiil boyutu araligi
akrilamidin ve bis-akrilamidin konsantrasyonuna baglidir. Diisiik konsantrasyonda
daha biiyiik porlar olusur ve yiiksek molekiil agirlikli biyolojik molekiillerin analizi
yapilabilir. Yiiksek konsantrasyonda ise daha kiigiik porlarin olusumu ile disiik
molekiil agirlikli yapilar analiz edilebilir. Elektroforezden sonra, jelde proteinler ¢esitli
boyalar kullanilarak tespit edilir. Glimiis boyama diger boyama metotlarina gére daha

hassastir (Ahmed, 2005).

Tiim jel elektroforez formlarinda oldugu gibi, molekiiller dogal hallerinde
stiriiklendirilerek molekiillerin daha yiiksek sirali yapilari korunabilir. Bu ydnteme
native-PAGE denmektedir. Native-PAGE, oligomerik formu bozulmadan tutar ve jel

tizerinde aktivite seviyesini temsil eden bir bant gosterir.

1.8. Hiicresel Calismalar

AH’ye yonelik in vitro modeller gelistirilirken kanser hiicre hatlar
(noroblastom ve feokromositoma hiicre hatlari) birincil néronal hiicreler veya noral
kok hiicreler siklikla kullanilmaktadir. KBE modelleri i¢in insan, domuz ve rat gibi
rodentlerden elde edilen beyin endotel hiicreleri bazli sistemler oldukca yaygindir. Rat

beyin endotel hiicreleri (RBEC) ile olusturulan KBE modelleri in vivo ile kolayca
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karsilastirma yapilmasi, dlgim ve genetik olarak es kiiltiirler olusturulabilmesi gibi
avantajlar1 mevcuttur (Deli ve ark., 2005). insan beyin mikrovaskiiler endotel hiicreleri
(hCMEC/D3) kolaylikla biiytitiilebilen ve SSS ile alakali patolojik durumlar ve ilag
tasima mekanizmasi ¢alismalari i¢in hiicresel ve molekiiler diizeyde ¢alismaya uygun
olan bir tiir insan KBE modelini temsil eden bir hiicre hattidir. Bu nedenle AH ile ilgili
birgok ¢alismada kullanilmaktadir (Chattopadhyay ve ark., 2008; Weksler ve ark.,
2013).

SH-SYS5Y hiicreleri, nérodejenerasyon mekanizmasi ¢alismalarinda siklikla
kullanilan bir hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, insan noroblastoma hiicresinden elde
edilmektedir (Schlachetzki ve ark., 2013). SH-SY5Y hiicre hatti, sempatik sinir
sisteminde ve adrenal medullada bulunan sinir krestinden tiiretilmis ilkel, pluripotent
sempatik hiicreler kullanilarak gelistirilmistir (Calan ve ark., 2016). Bu hiicre hatti,
fizyolojik ve patolojik kosullarda néronlart taklit ettigi diisiiniildiigiinden AH i¢in in
vitro modellerde siklikla kullanilmaktadir (Calan ve ark., 2016; Gao ve ark., 2017). Bu
hiicreler sinaptik yapilidirlar, fonksiyonel aksonal vezikiil tasiyicilara ve cesitli
nérospesifik proteinlere sahiptirler. Ozellikle AH nin Tau ve ¢esitli mikrotiibiiler
proteinlerle iligkili oldugu diisiiniildiigiinde bu 6nem tasir. Bu hiicre hatt1 hastaligin
ilerlemesinin altinda yatan mekanizmalarinin anlasilmasi ve ilag gelistirilmesi icin

kullanilmaktadir (Carolindah ve ark., 2013).

1.8.1. MTT Canlilik Testi

MTT hiicre canlilik testi in vitro kosullarda metabolizmanin canliligina
dayanarak 6l¢iim yapan kantitatif ve kolorimetrik bir yontemdir. Hiicre canliligini ve
tiremesini 6lgen bu yontemin daha hizli, kolay ve yiiksek oranda dogruluga sahip
olmasi diger test yontemlerine gore avantaj saglamaktadir. Yalnizca canli hiicreler sar1
boyayi 3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromiirii (MTT) mor-mavi,
¢oziinmeyen formazan kristallerine doniistiiriir. Boya, canli hiicre mitokondrilerinde
bulunan siiksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak baglanarak suda ¢oziinmeyen

koyu mavi renkte formazan kristallerini olusturmaktadir. Formazan kristalleri, dimetil
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stilfoksit (DMSO) vb. organik ¢oziiciilerde kolayca ¢oziinmektedir. Coziinmiis olan bu
boya, hiicrelerin ve kristallerin pargalanmasindan sonra formazan miktari
konsantrasyonuna bagli olarak spektrofotometrik yontemle Glgiilebilen bir absorbans
vermektedir. Boylece indirekt olarak hiicrelerin metabolik aktiviteleri dl¢iilmektedir.
Boya indirgenmesindeki azalma hiicre hasariyla ve metabolik aktivite ile iliskilidir
(Aslantiirk, 2018).

1.8.2. Empedans Ol¢iimii ile Canhlik Testi

Empedans (diren¢) 6l¢iimii etiket gerektirmeyen, ger¢ek zamanli, girisimsel bir
uygulama gerektirmeyen, hiicre biiyiimesi ve ylizeye yapigmasi ile dogrusal olarak
bagintisi olan bir 6l¢iim yontemidir. Elektriksel empedans dl¢limleri hiicrelere zarar
vermeden hiicre ve substrat arasindaki elektriksel empedans: olgerek hiicre
davranisinin izlenmesine olanak veren bir sistemdir. Bu etkilesimin 6l¢iilmesi hiicresel
morfoloji ve bozulma ile ilgili bilgi verir (Ngoc Le ve ark., 2019). Bu teknik dinamik
olarak yasayan hiicrelerin izlenmesine olanak vermektedir. Sistem ger¢ek zamanl
olarak hiicre proliferasyonunu ve canliligi ile ilgili veriyi elektronik plakalarda
bulunan hiicreleri ve plaka elektrotlar1 arasindaki etkilesimden tiiretilen empedansi
kullanarak elde etmektedir (Kiss ve ark., 2013). Hiicre oliimii, hiicrelerin 6lgiim
elektrodunun yiizeyinden salinmasina yol agar. Bu, elektrotlar boyunca 0lciilen

empedansin azalmasina neden olur (Lei, 2014).

1.8.3. Hiicresel Alim Cahsmalari

Nanopartikiillerin ~ fizikokimyasal 6zelliklerinin yaninda, hiicre kiiltiir
ortaminin bilesimi ve serumun kaynagi nanopartikiiliin hiicresel alimina ve dagilimina

aracilik eder.

Nanopartikiiller, ¢6zelti icerisinde inert malzemeler veya c¢oziinlir kiigiik

molekiiller gibi davranmazlar; ancak daha ziyade, nanopartikiillerin bazi1 agregasyon
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stireclerinden gectigi ve sonug olarak siklikla yeni ¢ok boyutlu molekiiller olusturma
egilimi gosterdikleri gozlenmistir. Biyolojik bir siviya girisin  ardindan,
nanopartikiillerin yiizeyi, genellikle biyo-korona olarak adlandirilan proteinler ve
lipitler gibi bir biyomolekiil tabakasi ile kaplanir. Nanopargaciklarin etkili boyutunun,
ylizey yiikiiniin ve topaklasma durumunun degerlendirilmesinde ve dolayisiyla
biyodagilim, kompleman aktivasyonu, hiicre yiizeyindeki reseptorlerle etkilesim ve
hiicresel alim gibi biyolojik davranislarinin belirlenmesinde anahtar bir role sahip
oldugu bildirilmistir. Bu nedenle hiicre kiiltiiriinde yapilan hiicresel alim ¢alismalari,
bu belirtilen davranislarin tespiti agisindan fikir veren bir deneyim olmaktadir (Salatin
ve Yari Khosroushahi, 2017). Hiicresel alim ¢alismalar1 spesifik hiicrelere
nanopartikiillerin ~ hedefleme  potansiyellerini  incelemek  amaciyla  da

yuritiilebilmektedir (Daglioglu, 2018).

1.8.4. Kan-Beyin Engeli Modelinden Gegis Calismalari

Alzheimer, felg, beyin tiimorleri, epilepsi gibi SSS bozukluklarinin farmasétik
tedavisi zordur; ¢iinkii KBE ilaglarin beyne gegisini kisitlar. KBE'nin anatomik temeli,
serebral mikrovaskiilatiirii kaplayan beyin endotel hiicreleridir. KBE'nin ana rolleri,
noronal fonksiyonlar i¢in iyonik homeostazin olusturulmasi, SSS'nin besinlenmesi ve
noral hiicrelerin toksik zararlardan korunmasidir (Mészaros ve ark., 2018). KBE,
SSS’e yonelik basarili ilag tasiyict nanopartikiillerin basarili gelistirmeye yonelik
aragtirma c¢abalarinin odak noktasidir. Mikroglia ve astrositler, merkezi sinir
sistemindeki hiicre defekti ile iligkilidir. SSS astrositlerinin vaskiiler endotelyal
hiicreler ile en bilinen iliskisi, kan-beyin engelinin olusumu ile ilgilidir. Kan-beyin
engeli patolojisi norovaskiiler hastaliklara neden olur ve tedavide 6nemli bir hedeftir.
Bununla birlikte, KBE'nin patolojisini incelemek, ilgili ve basit modellerin olmamasi
nedeniyle zordur. in vivo hayvan modelleri ayristirilmasi zor olan karmasik, ¢ok
hiicreli etkilesimler tarafindan inhibe edilebilirler. In vitro KBE modelleri daha
basittir; ancak islevsellikleri ve hastalik gelisimi ile iliskileri smirlidir. Bu
siirlamalarin istesinden gelmek igin, t¢lii KBE ortak hiicre kiiltiiri modelleri
kullanilir (Nakagawa ve ark., 2009; Veszelka ve ark., 2011; Veszelka ve ark., 2015).
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Sekil 1.8. Uclii KBE ortak hiicre kiiltiirii modeli 6rnegi.

Hiicre kiiltiirti modelleri kan-beyin engelleri hakkindaki fizyoloji, patoloji ve
farmakoloji bilgisi ile olduk¢a bagmtilidir. 1973’te ilk in-vitro KBE modeli
olusturuldugundan beri kiiltiir hiicrelerden bir¢ok model olusturulmustur. Tek tabakali
beyin endotel hiicreleri yerlerini giderek coklu kiiltiir sistemlerine birakmaktadir.
Bunun nedeni serebral endotel hiicreler kiiltiir ortaminda kolaylik spesifik 6zelliklerini
kaybedebilirler. Ayrica norovaskiiler birim hiicreleri KBE  6zelliklerinin
indiiklenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Beyin kapiller endotel hiicreleri astrosit,
perisit, perivaskiiler mikroglia ve noron gibi komsu hiicrelerle dinamik bir etkilesim
icindedir. Bu ortaklasma hem endotel hem de epitel 6zelliklerini sergileyen benzersiz
karakteristigine katkida bulunur. Norovaskiiler birimlerdeki hiicreler arasi iletisim
KBE’nin olusturulmasi ve fonksiyonlarinin siirdiiriilmesinde kritik rol oynar. Biitiin
bu hiicrelerden astrositler beyin endotel hiicrelerinin 6zelliklerini ve fonksiyonlarini
diizenledigi tespit edilen ilk hiicre tipi olmustur. Astrositler diger hiicrelerin siki
kavsak olusturmasini KBE’nin temel 6zelliklerin olusturulmasini indiikler. In vitro
KBE modeli olarak beyin endotel hiicreleri ve astrositlerin kullanildig1 bir¢ok ¢aligsma
bulunmaktadir (Deli ve ark., 2005; Nakagawa ve ark., 2007). Beyin perisitleri endotel
hiicrelerin en yakin komsusudur ve ortak bazal membranlar1 vardir. Beyin kapillerinin
yapisini in vivo olarak stabilize etmeleri ve onlar iistiindeki temel rollerine ve KBE

gelistirilmesi, devamlilig1 ve regiilasyonu iizerindeki muhtemel etkilerine ragmen,
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KBE iizerindeki fonksiyonel Onemlerine dair ¢ok az veri mevcuttur. Perisitler,
astrositlere benzer olarak beyin endotel hiicre kiiltlirinde paraseliiler bariyer

olusturabilmektedirler (Nakagawa ve ark., 2009).

In vitro yeniden yapilandirilmis KBE modelleri, gecirgenlik calismalari igin
uzun yillardir kullanilmaktadir ve bu ¢alismalar, in vivo gézlemlerin sonuglariyla
birlikte, KBE'nin fizyolojik ve patolojik kosullar altinda yapisal ve fonksiyonel
organizasyonu hakkindaki mevcut bilgilere katkida bulunmaktadir. Giivenilir ve
tekrarlanabilir in vitro KBE modelleri iizerine farmakolojik ¢alismalar, merkezi sinir
sistemine daha iyi niifuz eden yeni ilaglarin arastirilmasimi ve gelistirilmesini

hizlandirabilir (Deli ve ark., 2005).

Mészaros ve ark. (2018), yaptigi ¢alismada tiretmis olduklari niozomlar igin
sitotoksisite, hiicresel alim ve ticlii KBE hiicre kiiltiirii modelinde gegis calismalari
yurtitmislerdir. Perisit, astrosit ve beyin endotel hiicreleri ile olusturduklari tiglii KBE
hiicre kiiltiiri modelini basar1 ile meydana getirmislerdir ve gecis calismalarini
tamamlamiglar ve niozomlarin KBE’den gecisi ile ilgili fikir elde etmislerdir

(Mészaros ve ark., 2018).

1.9.  Zebra Balklan ile in Vivo AH Modeli Calismalar

Alzheimer hastaliginin patogenezini anlamanin Oniindeki en biiyiik engel,
yeterli, uygun ve giivenilir hayvan modellerinin olmamasidir. Alzheimer hastaliginin
etiyolojisini ve karmagsik patofizyolojisini anlamak i¢in onlarca yildir ¢esitli hayvan
modelleri kullanilmistir. Bu problemin farkli yonlerini taklit eden ve ilerlemesine
onemli Olclide katkida bulunan c¢esitli hipotezler iizerine hayvan modelleri
gelistirilmistir. Bu modeller yeni terapdtik ilag adaylarinin test edilmesinde siklikla
kullanilmasina ragmen, metodoloji ve bunlarin klinik 6énemi agisindan giivenilirligi
acisindan biiyiik degiskenlik hala mevcuttur (Kumar ve ark., 2016). Solucanlar ve
sineklerden kutup ayilarina ve genetik olarak tasarlanmis farelere kadar cok sayida

farklr tiir, AH'nin gelisiminin altinda yatan mekanizmalar1 agikliga kavusturmak ve
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s6z konusu hastaliklarin tedavisi i¢in uygun bir yaklagim bulmak icin farkli

aragtirmalarda kullanilmistir (Salari ve Bagheri, 2016).

Alzheimer hastaliginin molekiiler mekanizmalarinin arastirilmasi amaciyla
bugiine dek kemirgen modelleri yaygin olarak kullanilmis ve bu ¢aligmalarin sonuglari
hastaliga iligkin Onemli bilgiler vermistir. Bununla birlikte, AH’de goriilen
norodejenerasyonu tetikleyen olaylar heniiz tam olarak anlasilabilmis degildir.
Zebrabaligi (Danio rerio) modelini kullanarak yapilan ¢ok sayida aragtirma, Alzheimer
olusumu ile iligkili oldugu gosterilen genlerin diger hayvan modellerinde
gozlemlenmesi zor olan 6zelliklerini ortaya koymustur (Liao ve ark., 2012; Newman
ve ark., 2012; Newman ve ark., 2014).

Zebrabaligi, uzun bir siiredir omurgali gelisimi ve gen fonksiyonu
caligmalarinda yaygin olarak kullanilan ve kolaylikla ¢ogaltilabilen bir omurgal
modelidir (Mayden ve ark., 2007). Canlmin genomu dizilimi biitiiniiyle aciga
cikmistir, ayrica kolayca gozlemlenebilen ve test edilebilen gelisimsel davranislari
vardir. Organizmanin embriyonik gelisimi ¢ok hizlidir ve embriyolar1 saglam, seffaf
olup gelisimleri ana canlinin viicudu disinda gergeklesme yetisine sahiptirler (Dahm
ve Geisler, 2006). Bu baliklar 2-3 ay gibi bir siirede olgunluga erisebilirler ve yeniden
iireyebilecek duruma gelebilirler. Bu durum yapilan ¢alismalarin sonraki nesillerde
takibi agisindan avantaj saglamaktadir. Baliklarin gelisimi sirasinda yaklasik olarak
biiyiikliikleri sabit kalmaktadir, bu da hiicrelerin boyama yontemleri ile takibine
olanak tanir. Bu tiir insan toksisite testlerinde ve giinliikk uyku dongiisiinde memelilere
benzerlik gostermektedir (Jones, 2007). Karsilastirmali genom analizleri insan
referans genomu ile karsilastirildiginda insan genlerinin yaklasik %70’inin en az bir

zebrabalig1 ortologu oldugunu gostermektedir (Howe ve ark., 2013).

Zebra baliklar1 ile gelistirilen AH modellerinde nanopartikiilerin
uygulanmasina yonelik calismalar yapilmis ve partikiillerin sitotoksisitesi, dagilima,
AR tizerine ve AH semptomlari iizerine olan etkileri basar1 ile gézlemlenmistir (Javed

ve ark., 2019).
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Bu tez kapsaminda Humanin ve Donepezil HCI yiiklii SLN formiilasyonlar1
gelistirilmesi ve optimum oldugu diisiiniilen formiilasyonlardan hareketle bu
formiilasyonlarin Apo-E ve Tf ile beyine hedeflendirilerek in vitro ve in vivo olarak
degerlendirilmesi amaglanmistir. Boylece hem etken maddelere bagli yan etkilerin
azalmasi hem de biyoyararlanimin artmasi ve hastaliga alternatif bir tedavi yontemi

gelistirilmesi planlanmustir.
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2.1.

2.1.1.

2. GEREC VE YONTEM

Gerecler

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Akrilamid

Amicon Ultra-4 santrifiij tiipi
Apolipoprotein €3 human

Aseton

Asetonitril

Avidin

Bikinoninik asit (BCA)

Centrisart santrifiij tiipti
Diklorometan

Dimetilstilfoksit

Disodyum EDTA

Donepezil hidrokloriir
DSPE-PEG(2000) Amin
Dulbecco’s modified eagle medium
EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide hydrochloride)

Evans blue albiimin

Ez-link™ sulfo-NHS-biotin

Etil asetat

Fetal bovin serum

Fosfotidilkolin

Gliseril behenat

Gliseril palmitostearat (Precirol ATO5)
Gliseril stearat (Imwitor 900K)

: Sigma, Almanya

: Millipore, ABD

: PeproTech, Inc., ABD
: Merck, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Thermo Scientific, ABD
: Sartorius, Fransa

: Sigma, Almanya

: Carlo-Erba, Fransa

: Sigma, Almanya

: Deva Holding, Tiirkiye
: Avanti, ABD

: Gibco, ABD

: Thermo Fisher, ABD

: Sigma, Almanya

: Thermo Fisher, ABD

: Merck, Almanya

: Pan-Biotech, Almanya
: Sigma, Almanya

: Gattefose, Fransa

: Gattefose, Fransa

: 101 Oleochemical, Almanya



Gliseril tripalmitat

Glisin

Hidroklorik asit

Hidrokortizon
Insiilin-transferrin-selenyum (ITS)
Matrigel

Metanol

MTT
N,N’-Metilen-Bis-Akrilamid
Penisilin

Pierce™ biotin-fluorescein konjugat
Pluronik F68

Polivinil alkol (PVA) MW:30000-70000
Potasyum dihidrojen fosfat
Potasyum kloriir

Setil palmitat

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum floresin

Sodyum hidroksit

Sodyum kloriir

Streptomisin
Tetrametiletilendiamin
Transferrin Human

Trimiristin (Dynasan 114)
Tripalmitin (Dynasan 116)

Tris baz1

Triton X

Tween 80

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Corning Costar, ABD
: Carlo Elba, Fransa

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Roche, Isvicre

: Thermo Fisher, ABD
: Sigma, Almanya

: Sigma Aldrich

: Carlo Elba, Fransa

: Merck, Almanya

: Gattefose, Fransa

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Merck, Almanya

: Roche, Isvicre

: Thermo Fischer, ABD
: Sigma, Almanya

: 101 Oleochemical, Almanya
: 101 Oleochemical, Almanya
: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Merck, Almanya
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2.1.2. Kullamilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Cam malzeme
Calkalayici su banyosu
Derin dondurucu

DSC cihazi

Elektrikli terazi

Etiv

EVOM voltohm metre
Filtre

Grafik programi
Homojenizator

Hiicre kiiltiirii plaklari
Isiticili mantolu karistirici

Istatistik programi

Kolon

Laminar flow

Liyofilizator

Manyetik karistirict
Mikropipet

Mikroplak okuyucu

Mikroplak (96 kuyucuklu)
Parafilm

Partikiil biiytikliigii analizi cihazi
Plastik enjektor

pH metre

Santrifiij

Sirkiiler dikroizm (CD)
Sonikator

Spektroflorometre

Taramal1 Elektron Mikroskobu

: {ldam, Tiirkiye

: Jeio Tech, Kore

: Heto, Almanya

: Shimadzu DSC 60, Japonya

: Mettler Toledo, Almanya

: Heraeus T 5042, Almanya

: World Precision Instruments, ABD
: Sartorius, Almanya

: GraphPad Instant 3, ABD

. IKA Ultraturrax T-25, Almanya

: Corning Costar, ABD

: Daihan Scientific, Kore

: Graphpad Prisma8; SPSS20, IBM,
ABD

: ACE, Iskogya

: Holten 1.2, ABD

: Christ Gamma 2-16 LSC, Kanada
: Daihan Scientific, Kore

: Eppendorf, Almanya

: Clariostar, BMGLabtech, Almanya
. Greiner Bio-One, Almanya

: Bemis Packaging, ABD

: Malvern Zetasizer, Ingiltere

: Set inject, Tirkiye

: Mettler Toledo, Isvicre

: Sigma 2-16 P, Almanya

: Jasco-J 1500, Japonya

: Bandelin Sonoplus

: Horiba Fluorolog 3, ABD

: FEI Tecnai G2, Japonya
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2.1.3.

Ultrasonik banyo : Ultrasonic LC 30, Almanya

Vorteks cihazi : Heidolph Reax Top, Almanya
Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi : Agilent 1100 HPLC, ABD
Zeta potansiyeli 6l¢iim cihazi : Malvern Zetasizer, Ingiltere

Calismalarda Kullanilan Tamponlar ve Cozeltiler

Ozellikle Donepezil HCI igeren kati lipit nanopartikiillerin hazirlanmasinda

kullanilan pH 9 fosfat-salin tamponu ve etken maddenin {iretilen formiilasyonlardan

¢ikisinin incelenmesinde kullanilan pH 7,4 fosfat-salin tamponu Avrupa Farmakopesi
9’a (EP9) gore hazirlanmistir (EP9, 2016).

pH 7,4 Fosfat-Salin Tamponu

Disodyum hidrojen fosfat .................ccooiiiiiiii, 2,38 ¢
Potasyum dihidrojen fosfat ... 0,199
Sodyum KIoriir .......ooiiii 8,09
Distile Su.....cvviiiiiiii 201 PO 1000 mL

Humanin igeren formiillerin in vitro salim ¢aligmalarinda bu tampona %0,05

Tween 80 eklenmistir ve caligsmalar bu sekilde gerceklestirilmistir.

> pH 9,0 Fosfat Tamponu
Potasyum dihidrojen fosfat........................ooal 1,74 g/80 mL
IMEKOH y.m
Distile SU....eoieiiiiiiiii 200 IR 100 mL
Native-PAGE calismalarinda kullanilan ¢6zeltiler asagida belirtilen oranlarda
hazirlanmastir.

60



> %30 Akrilamid-N,N Metilen Bisakrilamid Jel Cozeltisi

AKrilamid...... ..o, 14,6 gram
N,N'-Metilen-Bis-Akrilamid...................coooiiiiiiinn, 0,4 gram
Distile Su................. 1 | OO 50 mL

> Tris Borat EDTA (TBE) Tamponu

THS-Bazi... ..o 108 gram
BOrK ASIt. ... 55 gram

Disodyum Etilen Diamin Tetra Asetik asit (EDTA)............ 7,4 gram
Sodyum HidroKsit...........oooiiniiiii e, 0,5 gram
Distile Su.................... D1 | O 1000 mL

> Ayirma Jel Cozeltisi

930 Jel COZEItIST. .o uveeieee e 9,5 mL
Distile SU....onii 6,75 mL
10X TBE Tamponu..........ccoieiiuiiiiiiiiiei e e 2 mL
%10 Amonyum Persiilfat Cozeltisi.............c.oooiiiiiin.e 110 L
Tetrametiletilendiamin (TEMED)..............ccoooiiiiiiinennn. 28 uL

2.1.4. Kullanilan Deney Hayvanlari

In vivo hayvan ¢alismalar1 Dokuz Eyliil Universitesi Izmir Uluslararas1 Biyotip
ve Genom Enstitiisii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan verilen
28.08.2018 tarihli ve 02/2018 protokol numarali onay dahilinde gergeklestirilmistir.
12 adet 25 gram agirliginda, eriskin erkek zebra baligi kullanilmistir. Kullanilan deney
hayvanlar1 Izmir Uluslararas1 Biyotip ve Genom Enstitiisii tarafindan temin edilmis

olup; calismalar da burada yliriitilmiistiir.
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2.2.  Yontemler

2.2.1. Etken Maddelerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.1.1. Humanin ve Donepezil HCL’in FTIR Spektrumu

Donepezil hidrokloriir (HCI) ve Humanin’in FTIR spektroskopisi ile
tanimlanmasinda Agilent FTIR cihazi kullanilmistir. Cihaza toz halinde yerlestirilen

orneklerin 4000- 650 cm™ dalga boylar1 arasindaki spektrumlart alinmistir.

2.2.1.2. Humanin ve Donepezil HCL’in Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC)

Analizi

Etken maddelerin termal davramisinin incelenmesi ve kristal formunun
belirlenmesi amaciyla aliiminyum pan igine konulan Donepezil HCI ve Humanin ayri
ayr1 preslenmis ve cihaza yerlestirilmistir. 25-400°C sicaklik araliginda 5°C/dk hizinda

termogramlar: alinmustir.

2.2.1.3. Donepezil HCL’in Ultra Viyole (UV) Spektrumu

Donepezil HCL’in distile su ve pH 7,4 fosfat-salin tamponundaki
konsantrasyonlar1 bilinen c¢ozeltilerinin 200-400 nm araligimda HPLC’de UV
spektrumlar1 alinmig ve maksimum absorbans gosterdigi dalga boylart (Amax)

belirlenmistir.
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2.2.1.4. Humanin Yapisal Analizi i¢cin Sirkiiler Dikroizm (CD) Yéntemi

Humanin’in yapisal analizi i¢gin CD yontemi kullanilmistir. CD peptitin
sekonder yapist ve stabilitesinin anlagilmasi i¢cin uygulanan hizli ve kolay bir
yontemdir. Bu yontem ile peptitin konformasyonel yapisi ile ilgili bilgiler tespit
edilebilmektedir. Peptit 40 puM konsatrasyonda suda ¢6ziilmiis ve 0,1 mm quartz
kiivete aktarilmigtir. 25 °C’de 190-260 nm’de 20 nm/dk’da 0,5 sn cevap zamani ile
6lglim yapilmistir. 6 6lgiim yapildiktan sonra spektrumlar ¢gikarilmis ve ortalama kalan

molar eliptisite hesaplanmistir (Romeo ve ark., 2017).

2.2.1.5. Etken Maddelerin Cesitli Analitik Yontemler ile Miktar Tayinlerinin

Yapilmasi ve Kalibrasyonlar:

2.2.1.5.1. Humanin’in Spektroflorometri Yontemi ile Miktar Tayini ve

Kalibrasyonu

Humanin i¢in peptide floresin (FITC) bagli olmasindan dolayr miktar tayini
yontemi olarak spektroflorometri segilmistir. Etken maddenin yardimer ¢oziicii
kullanilarak 15 ng/mL, 30 ng/mL, 60 ng/mL, 120 ng/mL, 240 ng/mL, 480 ng/ mL ve
960 ng/ml konsantrasyonlarinda distile su ve %0,1 Tween 80 iceren pH 7,4
tamponunda sulu c¢ozeltileri hazirlanmistir.  Mikroplakada yapilan Olgiimlerde
plakadaki her bir kuyucuga 150 pL 6rnek eklenmistir. Humanin ile yapilan florometrik

6l¢tim parametreleri Cizelge 2.1°de verilmektedir.

Cizelge 2.1. Humanin ile yapilan floresan spektroskopisinin 6lgiim parametreleri.

Eksitasyon Dalga Boyu (hm) 490-8
Emisyon Dalga Boyu (nm) 525-8
Dikroik 507
Kuyucuklardaki Ornek Hacmi 150 uL
Tarama Spiral
Tarama capi mm
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2.2.1.5.2. Donepezil HCL’in Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC)
Yontemi ile Miktar Tayini ve Kalibrasyonu

Donepezil HCI i¢in yapilan literatlir incelemeleri sonucunda miktar tayini
yontemi olarak Yiiksek Basmg¢li Sivi Kromatografisi (HPLC) segilmistir. Etken
maddenin 8 pg/mL, 12 pg/mL, 16 pg/mL, 20 pg/mL, 24 png/mL, 28 pg/mL ve 32
pg/mL konsantrasyonlarinda pH 7,4 fosfat-salin tamponu ile ¢ozeltileri hazirlanarak
farkli mobil faz oranlari, mobil faz pH’lar1, akis hizlari, kolon sicaklari ve enjeksiyon
hacimleri denenmistir. Bu 6n calismalar sonucunda belirlenen en uygun yontem

parametreleri Cizelge 2.2’de gosterilmistir (Chhalotiya ve ark., 2011).

Cizelge 2.2. Donepezil HCI’in HPLC ile miktar tayininde kullanilan kromatografik kosullar.

Mobil faz Metanol : distile su (85:15 h/h)
AKkis hiz 0,5 ml/dk
Enjeksiyon hacmi 20 ul
Kolon Ace5 C18 (5um, 3,0 x 250 mm)
Dedektor UV dedektor- 270 nm
Sicakhk 37°C

Donepezil HCI’in pH 7,4 fosfat-salin tamponundaki kalibrasyon ¢alismasi igin
1,0 mg/mL konsantrasyondaki stok ¢ozeltisinden hareketle 8 pg/mL — 32 pg/mL
konsantrasyon araliginda 7 farkli noktada c¢ozeltileri hazirlanmigtir. Hazirlanan
cozeltiler Cizelge 2.2°de belirtilen kosullarda HPLC’de 270 nm’de analiz edilmistir.
Konsantrasyona karsi elde edilen alanlardan hareketle dogru denklemi hesaplanmuistir.
Deney ii¢ kez tekrarlanmis ve elde edilen alan sonuglarinin ortalamasi alinmistir (Yasir

ve Sara, 2014).
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2.2.1.6. Etken Maddeler I¢in Cizilen Kalibrasyon Dogrularmn Istatistiksel
Verileri ve Analitik Validasyonu

Validasyon ¢alismasi Donepezil HCI i¢in yapilmistir. Humanin’e ait analitik
yonteme dair bir validasyon yapilmamistir. Bunun nedeni her bir 6l¢iimde yeniden
kalibrasyon yapilmasidir. Olgiimler her seferinde Humanin c¢ozeltisinin belirli
konsantrasyondaki bir seri ¢ozeltisi hazirlanarak gerceklestirilmistir. Once
konsantrasyonu belli Humanin ¢6zeltilerinin floresan yogunluklari cihazda okunmus,
daha sonra miktar tayini i¢in numunenin floresan yogunlugu Ol¢iilmiistiir. Her
seferinde yeniden kalibrasyon denklemi olusturulup buna gore miktar tayini

yapilmistir.

2.2.1.6.1.Dogrusallik ve Arahgi

Herhangi bir analitik yontemin dogrusalligi, verilen bir aralikta 6rnek i¢indeki

analiz edilen maddenin konsantrasyonuyla dogrudan orantili olan test sonuglarinin

elde edilebilmesidir (ICH Q2(R1), 1995).

Donepezil HCI’'in pH 7,4 fosfat-salin tamponu igindeki miktar tayini
yonteminin dogrusalliginin belirlenebilmesi i¢in 8 pg/mL — 32 pg/mL konsantrasyon
araliginda 7 farkli noktada ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan konsantrasyonlara
karsilik gelen alan verileri kullamlarak “GraphPad InStat Istatistik Programi 3.1”

araciligiyla elde edilen dogrunun %95 olasilikli gliven sinirlar1 gésterilmistir.

2.2.1.6.2.Dogruluk ve Geri Elde

Bir analitik yontemin dogrulugu, o yontemle elde edilen test sonuglarinin
gercek degere yakinhigidir. Gergek ve teorik degerlerin, pratikte bulunan degerlere

yakinliginin saptanmasina olanak verir (ICH Q2(R1), 1995).
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Donepezil HCI’in pH 7,4 fosfat-salin i¢indeki 0,1 mg/mL konsantrasyondaki
stok ¢ozeltisi kullanilarak, 12 png/mL, 20 pg/mL, 28 pg/mL konsantrasyonlardaki ti¢
farkli ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cozeltiler HPLC kullanilarak 6 kere analiz edilmis ve
elde edilen alan degerleri yardimiyla pratik konsantrasyonlar ve % geri elde degerleri,
% geri elde degerlerinin ortalama, standart sapma (SS) ve bagil standart sapma (BSS)

degerleri hesaplanmuistir.

2.2.1.6.3.Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, ayn1 homojen 6rnekten ¢oklu drneklemeyle
elde edilen 6l¢iim serileri arasindaki yakinligi ifade etmektedir. Kesinlik, normal islem
kosullar1 altinda, yontemin tekrarlanabilirliginin, ara kesinliginin ve tekrar elde

edilebilirliginin 6l¢timiidiir.

> Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, kisa zaman araliklarinda ayni1 islem kosullarindaki kesinligi

ifade eder (ICH Q2(R1), 1995).

Donepezil HCI’in pH 7,4 fosfat-salin i¢indeki 0,1 mg/ml konsantrasyondaki
stok ¢ozeltisi kullanilarak, 12 pg/mL, 20 pg/mL, 28 pg/mL konsantrasyondaki ii¢
farkli ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cozeltilerin HPLC kullanilarak elde edilen alanlar
yardimiyla pratik konsantrasyonlar1 hesaplanmis ve konsantrasyon degerlerinin
ortalama, SS ve BSS degerleri bulunmustur.

> Ara Kesinlik

Ara kesinlik; farkli giin, ekipman, analist gibi laboratuvar degiskenlerinin
incelenmesini ifade etmektedir (ICH Q2(R1), 1995).
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Donepezil HCI’'in pH 7,4 fosfat-salin tamponu i¢indeki miktar tayini
yonteminin ara kesinliginin belirlenebilmesi i¢in; 12 pg/mL, 20 pg/mL, 28 pg/mL
konsantrasyonlarda ii¢ farkli ¢6zelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin birbirini takip eden
ti¢ farkli giinde HPLC analizleri yapilarak konsantrasyonlara karsilik gelen alanlar
degerleri ve pratik konsantrasyonlari bulunmustur. Pratik konsantrasyonlardan
hareketle ii¢ farkli giinde yapilan toplam 18 konsantrasyonun ortalamasi, standart

sapmasi ve % bagil sapma degerleri bulunmustur.
2.2.1.6.4.Teshis ve Tayin Simirlari

Bir analitik iglemin teshis sinir1, 6rnekteki analitin teshis edilebilen fakat tayin
edilemeyen en kiigiik miktaridir (LOD); tayin simiri ise, drnekteki analitin, uygun
dogruluk ve kesinlik ile tayin edilebilen en diisiik konsantrasyon degeridir (LOQ) (ICH
Q2(R1), 1995).

ICH kaynaklarinda verilen Esitlik 1 ve Esitlik 2’ye gore, kalibrasyon
dogrusunun egimi ve kesisim degeri kullanilarak LOD ve LOQ degerleri
hesaplanmistir. Denklemde S kalibrasyon dogrusunun egimini; ¢ ise kalibrasyon

dogrularinin kesisim degerlerinin standart sapmalarini (n=3) ifade etmektedir.
LOQ = 3,3% Esitlik 1
LOQ = 10§ Esitlik 2
2.2.1.6.5.Secicilik

Secicilik, analiz edilen maddeyi diger bilesenler varliginda tayin edebilme

szelligidir (ICH Q2(R1), 1995).

Segicilik testi i¢in pH 7,4 fosfat-salin tamponunda ve suda etken madde

icermeyen  lipit  nanopartikiillerin ~ belli  konsantrasyonlarda  dispersiyonu
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hazirlanmistir. 0,22 pm’lik filtrelerden gecirilerek 270 nm’de HPLC analizleri

yapilmig ve etken madde ile girisim yapip yapmadiklart incelenmistir.

2.3.  Kati Lipit Nanopartikiillerin (SLN) Hazirlanmasi

SLN’ler homojenizasyon/ultrasonikasyon yontemi kullanilarak hazirlanmistir.
Bu calismada kati lipit formiilasyonlarin (SLN) hazirlamisi su  sekilde
gerceklestirilmistir: Oncelikle lipitler 75-80°C ye 1s1tilmis, ayni sekilde Tween 80 yag
fazinda disperse edilerek 75-80°C’ye 1sitilmistir. Su faz1 da ayni sicakliga 1sitilmis, su
faz1 yag fazina yavas yavas ilave edilerek yiiksek hizli karistiricr ile farkli hizlar
kullanilarak (9600 rpm, 15000 rpm, 20000 rpm) Sdk. karistirillmistir (Kiigiiktirkmen
ve Bozkir, 2018). Elde edilen emiilsiyon, ultrasonik prob ile %90 giig ile 10 dk sonike
edilmistir. Daha sonra sogumasi i¢in oda sicakliginda bekletilmistir (Sekil 2.1).
Hazirlanan partikiillerin sterilite sorununu agsmak amaciyla tiretimin steril laminar hava
akimi kabininde steril alet ve malzemelerle gerceklestirilmesi planlanmigtir. SLN’lerin
tiretimi sirasinda farkli yaglar, stirfaktanlar, dis ortamlar kullanilmistir. SLN’ler agzi
sikica kapali cam flakonlarda, +4 °C’de muhafaza edilmistir. Yontemin imalat akis
semasi1 Sekil 2.1°deki gibidir.

sarfaktan Yag fazi

70°C

U0 )
L)

Emiilsiyon

Homojenizasyon olusumu Sonikasyon

Su fazi

70°C

0Oda sicakhiginda
sogutulur

Sekil 2.1. Kat1 lipit nanopartikiillerin iiretim semasi.
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2.4.  Hazrlanan Kati Lipit Nanopartikiiller I¢in Formiilasyon Cahsmalar

Hazirlanacak olan kati lipit nanoparikiillerde hedef {iriine ulasabilmek icin
oncelikle kritik parametreler belirlenmistir ve bu parametreleri saglamaya yonelik
formiilasyon caligmalar1 yapilmasi planlanmistir. Bu parametreler Cizelge 2.3’de

verilmisgtir.

Cizelge 2.3. Kritik formiilasyon parametreleri.

Partikiil boyutu (nm) 200 nm altinda olmal1
Polidispersite indeksi (PDI) 0,3 altinda olmali

Zeta potansiyeli -30 mV ve 0 mV arasinda olmali
Enkapsiilasyon etkinligi %350’den fazla olmali

2.4.1. Donepezil HCI Yiiklii SLN’ler i¢cin On Formiilasyon Calismalar

SLN’ler Bolim 2.3’de belirtilen sekilde homojenizasyon/ultrasonikasyon
yontemi kullanilarak hazirlanmistir. On formiilasyon calismalarinda yag secimi,
sonikasyon siiresi, homojenizasyon siiresi ve hizi, etken maddenin katilacagi fazin

secilmesi gibi parametrelerin belirlenmesi amacglanmastir.

Donepezil HCI’in SLN iiretimi sirasinda hangi faza katilacagini belirlemek
icin, yag fazina ve su fazina ayr1 ayn eklenerek formiilasyonlar hazirlanmistir. Bu
formiilasyonlarin hazirlanmasi sirasinda farkli yaglar kullanilmistir. Formiilasyon

parametreleri Cizelge 2.4’de verilmektedir.
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Cizelge 2.4. Donepezil HCI’in farkli fazlara eklendigi ve degisik yaglar kullanilarak
hazirlanan SLN formiilasyonlari.

Kod Lipit EM Lipit Sulu Siirfaktan KHiz1 | K.Siire| S. EM
Fazi (% faz (su) (rpm) (dk) | Siiresi
a/h) hacmi (100 mg) (dk) (mg)
(mL)
OFD1 | Compritol Su 1 10 Tween 80 9600 10 2 10
OFD2 Dynasan Su 1 10 Tween 80 9600 10 2 10
114
OFD3 Dynasan Su 1 10 Tween 80 9600 10 2 10
116
OFD4 Imwitor Su 1 10 Tween 80 9600 10 2 10
K900*

OFD5 Precirol Su 1 10 Tween 80 9600 10 2 10
1 10 Tween 80 9600 10 2 10

OFD6 | Compritol | Yag
Dynasan 1 10 Tween 80 9600 10 2 10

OFD7 114 Yag
Dynasan 1 10 Tween 80 9600 10 2 10

OFD8 116 Yag
Imwitor 1 10 Tween 80 9600 10 2 10

OFD9 K900** Yag
OFD10 Precirol Yag 1 10 Tween 80 9600 10 2 10

*: Emiilsiyon olusmadi; EM: Etken madde; K. Hizi: Karistirma hizi; K. Siire: Karistirma siiresi;
S. stiresi: Sonikasyon siiresi.

Donepezil HCL ¢6ziiniirliigiiniin pH bagiml oldugu goriilmiis (Ruela ve ark.,

2015) ve bu nedenle degisik tampon ortamlariyla formiilasyonlar hazirlanmistir.

Donepezil HCL yag fazina katilarak formiilasyonlar hazirlanmistir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. Farkli su fazlar1 kullanilarak hazirlanan Donepezil HCI yiiklii formiilasyonlar.

Kod Lipit Su faz1 Siirfaktan | Kanistirma | Kanstirma | Sonikasyon | EM
(%1 a/h) (10 mL) | (su) Hiz1 Siiresi (dk) | Siiresi (dk)
(100 mg) | (rpm) (mg)
) . Saf su Tween 80 9600 10 2 10
OFD6 Compritol
Dynasan Saf su Tween 80 9600 10 2 10
OFD7 114
Dynasan Saf su Tween 80 9600 10 2 10
OFDS8 116
Imwitor Saf su Tween 80 9600 10 2 10
OFD9 K900*
. . Tween 80 9600 10 2 10
OFD10 Precirol Saf su
PBS pH | Tween 80 9600 10 2 10
OFD11 Compritol 7.4
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Cizelge 2.5. Devam. Farkli su fazlari kullanilarak hazirlanan Donepezil HCI yiiklii

formiilasyonlar.
Kod Lipit Su faz1 | Siirfaktan | Kanstirma | Karnistirma | Sonikasyon | EM
(%l a/h) | (A0mL) | (su) Hizi Siiresi (dk) | Siiresi (dk)
(100 mg) (rpm) (mg)
Dynasan PBS pH | Tween 80 9600 10 2 10
OFD 12 114 7,4
Dynasan PBS pH | Tween 80 9600 10 2 10
OFD 13 116 7,4
Imwitor PBS pH | Tween 80 9600 10 2 10
OFD 14 K900* 7,4
PBS pH Tween 80 9600 10 2 10
OFD 15 Precirol 7.4
pH 9,0 Tween 80 9600 10 2 10
OFD 16 | Compritol | tampon
Dynasan pH 9,0 Tween 80 9600 10 2 10
OFD 17 114 tampon
Dynasan pH9,0 Tween 80 9600 10 2 10
OFD 18 116 tampon
Imwitor pH 9,0 Tween 80 9600 10 2 10
OFD 19 K900* tampon
pH 9,0 Tween 80 9600 10 2 10
OFD 20 Precirol tampon

*: Emiilsiyon olusmadi.

Enkapsiilasyon etkinliginin daha yiiksek bulunmasi nedeniyle formiilasyonlara
pH 9,0 tampon ortami ile devam edilmistir. Karigtirma siiresi ve sonikasyon siiresinin

belirlenmesi i¢in degisik zamanlarda denemeler yapilmistir (Cizelge 2.6).

Cizelge 2.6. Farkli karistirma ve sonikasyon siireleri ile hazirlanan Donepezil HCI yiiklii
formiilasyonlar.

Kod Lipit Su faz1 (10 mL) Siirfaktan K. K. S. EM
(%1 a/h) (su) Hiz1 Siiresi | Siiresi

(rpm) | (dk) (dk) | (mg)

OFD16 Compritol pH 9,0 tampon Tween 80 9600 10 2 10
OFD17 Dynasan 114 pH 9,0 tampon Tween 80 9600 10 2 10
OFD18 Dynasan 116 pH 9,0 tampon Tween 80 9600 10 2 10
OFDI19 Imwitor K900* pH 9,0 tampon Tween 80 9600 10 2 10
OFD20 Precirol pH 9,0 tampon Tween 80 9600 10 2 10
OFD21 Compritol pH 9,0 tampon Tween 80 9600 5 2 10
OFD 22 Dynasan 114 pH 9,0 tampon Tween 80 9600 5 2 10
OFD23 Dynasan 116 pH 9,0 tampon Tween 80 9600 5 2 10
OFD24 Imwitor K900* pH 9,0 tampon Tween 80 9600 5 2 10
OFD25 Precirol pH 9,0 tampon Tween 80 9600 5 2 10
OFD26 Compritol pH 9,0 tampon Tween 80 9600 5 5 10
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Cizelge 2.6. Devam. Farkli karigtirma ve sonikasyon siireleri ile hazirlanan Donepezil HCI1
yiklii formiilasyonlar.

Kod Lipit Su fazi (10 mL) Siirfaktan K. K. S. EM
(%1 a/h) (su) Hizi Siiresi | Siiresi

(pm) | (dk) | (dk) | (mg)

OFD27 Dynasan 114 pH 9,0 tampon Tween 80 9600 5 5 10
OFD28 Dynasan 116 pH 9,0 tampon Tween 80 9600 5 5 10
OFD 29 Imwitor K900* pH 9,0 tampon Tween 80 9600 5 5 10
OFD30 Precirol pH 9,0 tampon Tween 80 9600 5 5 10
OFD31 Compritol pH 9,0 tampon Tween 80 9600 5 10 10
OFD32 Dynasan 114 pH 9,0 tampon Tween 80 9600 5 10 10
OFD33 Dynasan 116 pH 9,0 tampon Tween 80 9600 5 10 10
OFD34 Imwitor K900* pH 9,0 tampon Tween 80 9600 5 10 10
OFD35 Precirol pH 9,0 tampon Tween 80 9600 5 10 10

*: Emiilsiyon olusmadi; K. Hizi: Karistirma hizi; K. Siiresi: Karigtirma stiresi; S. Siiresi: Sonikasyon

siiresi.

Imwitor K900 adli yag ile emiilsiyon olusmadigindan bu yag ile calismaya

devam edilmemistir. Karistirma hizi 5 dk, sonikasyon siiresi 2 dk olan formiillerin

partikiil biiyiikliikleri daha uygun oldugundan ¢aligsmalar bu parametrelerle devam

edilmistir.

2.4.2. Donepezil HCI Yiiklii SLN’ler i¢in Formiilasyon Cahsmalar:

On formiilasyon ¢alismalari sonucunda SLN {iretimi igin optimum 6zelliklere

sahip oldugu diisiiniilen OFD33 kodlu formiilden hareketle Cizelge 2.7’de belirtilen

formiiller hazirlanmistir. OFD33 adli formiile DF1 kodu verilmistir.
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Cizelge 2.7. Hazirlanan Donepezil HCI yiiklii SLN formiilasyonlart.

Etken Lipit Su Su Etken
Maddenin Etken Lipit Fazinda | Siirfaktan | faz1 Fazinda | Siirfaktan Madde | Sonikasyon
Formiil . Katildig: Maddenin | Miktar1 | Kullanilan Orani hacmi | Kullanilan | miktar1 | Karistirma | Miktar: Siiresi

Kodu LIPIT Faz Katihis Sekli | (% a/h) | Siirfaktan | (% a/h) | (mL) | Siirfaktan (mg) Hizi (rpm) | (mgQ) (dk)
DF1 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- -- 10 Tween 80 100 9600 10 10
DF2 Dynasan 116 Yag Kati toz 2 -- -- 10 Tween 80 100 9600 10 10
DF3 Dynasan 116 Yag Kati toz 4 - - 10 | Tween80 | 100 9600 10 10
DF4 Dynasan 116 Yag Kati toz 8 - - 10 | Tween80 | 100 9600 10 10
DF5 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- -- 3 Tween 80 100 9600 10 10
DF6 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- -- 50 Tween 80 100 9600 10 10
DF7 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 - - 10 | Tween80 | 100 15000 10 10
DF8 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 - - 10 | Tween80 | 100 20000 10 10
DF9 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 - - 10 | Tween80 | 100 9600 2 10
Gliserin 10

DF10 Dynasan 116 Yag cozeltisi 1 -- -- 10 Tween 80 100 9600 2
ACN:dioksan 10

DF11 Dynasan 116 Yag (1:1) 1 -- -- 10 Tween 80 100 9600 2
DF12 | Dynasan 116 Yag Kati toz 1 - - 10 | Tween80 | 100 9600 5 10
Dynasan 116 1 10

DF13 Lesitin Yag Kati toz 0,25 -- -- 10 Tween 80 100 9600 10

Dynasan 116 1

DF14 Lesitin Yag Kati toz 0,5 -- -- 10 Tween 80 100 9600 10 10

ACN: Asetonitril.




172

Cizelge 2.7. Devam. Hazirlanan Donepezil HCI yiiklii SLN formiilasyonlari.

Etken Lipit Su Etken
Maddenin Etken Lipit Fazinda | Siirfaktan | faz1 | Su Fazinda | Siirfaktan Madde | Sonikasyon
Formiil . Katildig: Maddenin | Miktar1 | Kullamlan Orani hacmi | Kullamlan | miktar1 | Karistirma | Miktari Siiresi
Kodu LIPIT Faz Katihis Sekli | (% a/h) | Siirfaktan | (% a/h) | (mL) | Siirfaktan (mg) Hiz1 (rpm) (mg) (dk)
Pluronik
DF15 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- -- 10 F68 100 9600 10 10
DF16 | Dynasan 116 Yag Katt toz 1 - - 10 PVA 100 9600 10 10
DF17 |  Dynasan 116 Yag Kati toz 1 | Arlacel-C 10 10 | Tweenso | 100 9600 10 10
DF18 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 Arlacel-C 10 10 PVA 100 9600 10 10
Pluronik 10
DF19 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 Arlacel-C 10 10 F68 100 9600 10
DF20 Dynasan 116 Yag Katt toz 1 - 10 10 | Tween 80 50 9600 10 10
DF21 |  Dynasan 116 Yag Katt toz 1 - 10 10 | Tween80 | 150 9600 10 10
DF22 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- 10 10 Tween 80 200 9600 10 10
DF23 |  Dynasan 116 Yag Kati toz 1 . 10 10 | Tweenso | 250 9600 10 10
DF24 Dynasan 116 Yag Kat1 toz 1 -- 10 10 Tween 80 300 9600 10 10
DF25 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- 10 10 Tween 80 150 15000 10 10
DF26 |  Dynasan 116 Yag Katt toz 1 . 10 10 | Tweenso | 150 20000 10 10
DF27 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- 10 10 Tween 80 150 20000 10 1
DF28 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- 10 10 Tween 80 150 20000 10 2
DF29 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- 10 10 Tween 80 150 20000 10 5




2.4.3. Humanin Yiiklii SLN’ler icin On Formiilasyon Cahsmalari

Humanin  yikli  SLN’ler Bolim  2.3’de  belirtilen  sekilde
homojenizasyon/ultrasonikasyon ydntemi kullanilarak hazirlanmistir. On formiilasyon
calismalarinda Donepezil HCl i¢in hazirlanan formiilasyonlardan yararlanilarak ¢esitli
formiilasyon parametreleri modifiye edilmistir ve bdylece belirlenen kritik kalite

ozelliklerinin elde edilmesi amaglanmistir.

Oncelikli olarak dis faz olarak ¢esitli tamponlar kullanilarak formiilasyonlar
hazirlanmistir. Bu formiilasyonlarda stirfaktan oranlar1 degistirilerek stabil bir formdil
elde edilmeye calisilmistir. Etken madde/lipit oraninin artmasi i¢in etken maddenin
artirlldigi formiilasyonlar tretilmistir. 9600 rpm karistirma hizi kullanilmistir. Bu
formiilasyonlara iliskin parametreler Cizelge 2.8’de verilmektedir. Ardindan
kullanilan yag degistirilerek denemeler yapilmistir. Bu formiilasyonlara iliskin

parametreler Cizelge 2.9’da verilmektedir.
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Cizelge 2.8. Humanin yiiklii formiillerde degisik tampon, etken madde ve siirfaktan miktarlari

kullanilarak hazirlanan formiilasyonlara ait parametreler.

Kod Lipit EM | Sufaz1 | Sulu Siirf. (su) | Siirf. K. S. EM
(% 1a/h) | Fan faz miktar1 | Siire Siire
hacmi (mg) (dk) (dk) (% a/h)
(mL)

OFH1 Dynasan PBS 15 Tween 80 25 5 10 1
116 Yag | pH74

OFH2 Dynasan PBS 1,5 Tween 80 30 5 10 1
116 Yag | pH74

OFH3 Dynasan PBS 15 Tween 80 35 5 10 1
116 Yag | pH74

OFH4 Dynasan PBS 15 Tween 80 40 5 10 1
116 Yag | pH74

OFH5 Dynasan HEPES 15 Tween 80 25 5 10 1
116 Yag | pH74

Dynasan HEPES 1,5 Tween 80 30 5 10 1
OFH6 116 Yag | pH74

Dynasan HEPES 1,5 Tween 80 35 5 10 1
OFH7 116 Yag | pH74

Dynasan HEPES 15 Tween 80 40 5 10 1
OFHS 116 Yag | pH74

OFH9 Dynasan HEPES 15 Tween 80 25 5 10 2
116 Yag | pH74

OFH10 | Dynasan HEPES 15 Tween 80 25 5 10 3
116 Yag | pH74

OFH11 Dynasan HEPES 15 Tween 80 25 5 10 4
116 Yag | pH74

OFHI12 | Dynasan HEPES 15 Tween 80 25 5 10 5
116 Yag | pH74

OFHI13 | Dynasan PBS 10 Tween 80 150 5 10 1
116 Yag | pH74

EM: Etken madde; Siirf.: Siirfaktan; K. Siire: Karigtirma siiresi; S. siire: Sonikasyon siiresi.

Cizelge 2.9. Degisik yaglar ile hazirlanan Humanin yiiklii formiilasyonlara ait parametreler.

Kod Lipit EM Lipit Su Sulu faz | Tween 80 K. S. EM
Faz1 | miktar fazi hacmi miktari Siire Siire
(Yoarh) (mL) (mg) (dk) | (dk) | (% arh)
OFHI13 | Dynasan 1 PBS 10 150 5 10 1
116 Yag pH 74
OFH14 Dynasan 1 PBS 10 150 5 10 1
114 Yag pH 74
OFH15 | Compritol 1 PBS 10 150 5 10 1
Yag pH 7,4
OFH16 Precirol 1 PBS 10 150 5 10 1
Yag pH 74
OFH17 Dynasan 1 PBS 10 150 5 10 1
116 pH 7,4
Lesitin Yag 0,25
Dynasan 1 PBS 10 150 5 10 1
116 pH 7,4
OFHI18 | Lesitin Yag | 05

EM: Etken madde; Siirf.: Siirfaktan; K. Siire: Karigtirma siiresi; S. siire: Sonikasyon siiresi.
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2.4.4. Humanin Yiikli SLN’ler icin Formiilasyon Cahsmalari

On formiilasyon ¢alismalar1 sonucunda SLN {iretimi icin optimum &zelliklere
sahip oldugu diisiiniilen OFH13 kodlu formiilden hareketle Cizelge 2.10°da belirtilen

formiiller hazirlanmustir.

2.5. Kati Lipit Nanopartikiillerde Yapilan Kontroller

2.5.1. Partikiil Biiyiikliigii ve Dagiliminin Saptanmasi

Elde edilen kati lipit nanopartikiillerin partikiil biyikligi ve dagilimini
saptamak i¢in dinamik 1s1k sacilimi yontemi (Malvern Zetasizer NanoZS)
kullanmilmistir. Siispande haldeki kati lipit nanopartikiiller distile su ile 200 pg/mL
konsatrasyon elde edilecek sekilde seyreltilmistir. Ultrasonik banyo kullanilarak 5 dk
disperse edildikten sonra, 6l¢iim kiivetine alinmis ve 3 seri seklinde oOlgiimler

gerceklestirilmistir.

2.5.2. Hazirlanan Formiilasyonlarda Donepezil HCl ve Humanin Miktar Tayini

Kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonlarinda etken madde miktar tayini
slipernatanda nanopartikiile yiikklenmeden kalan etken madde miktar1 tayin edilerek
indirekt yontemle hesaplanmistir. Bu amagla formiilasyon centrisart santrifiij tiipleri
kullanilarak 4000 rpmde 30 dakika santrifiij edilmistir (Kumar ve ark., 2007).
Santrifiijden sonra siipernatanda yer alan Donepezil HCl miktart HPLC cihaz ile

Humanin miktar1 ise spektroflorometre kullanilarak 3 seri seklinde dl¢lilmiistiir.
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Cizelge 2.10. Hazirlanan Humanin yiiklii SLN formiilasyonlart.

Lipit
EM Etken Lipit Fazinda Su faz1 Su Fazinda | Siirfaktan K. Son. EM
Formiil . Katildig: Maddenin | Miktar1 | Kullanilan hacmi Kullanilan | miktarn | K. Hiz1 | Siire Siire Miktari
Kodu LIPIT Faz Katihis Sekli | (% a/h) | Siirfaktan Su faz1 (mL) Siirfaktan (mg) (rpm) (dk) (dk) (mg)
HF1 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- PBS pH 7,4 10 Tween 80 150 9600 5 10 1
HF2 | Dynasan 116 Yag Kati toz 1 - PBS pH 7,4 10 Tweengo | 20 9600 5 2 1
HF3 | Dynasan 116 Yag Katt toz 1 - PBS pH 7,4 10 Tween 80 150 9600 5 5 1
pH 9,0 150
HF4 Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- tamponu 10 Tween 80 9600 5 5 1
HF5 | Dynasan 116 Yag Kati toz 1 - PBS pH 7,4 10 Tweengo | 20 9600 | 10 5 1
Gliserin 150
¢Ozeltisi
HF6 Dynasan 116 Yag (1 mg/mL) 1 -- PBSpH 7,4 10 Tween 80 9600 5 5 1
HF7 Dynasan 116 Yag Kat1 toz 1 -- PBS pH 7,4 10 Tween 80 150 20000 5 5 1
HF8 | Dynasan 116 Yag Kati toz 2 - PBS pH 7,4 10 Tweengo | 0 | 20000 | 5 5 1
HF9 | Dynasan 116 Yag Kati toz 1 - Saf su 10 Tween80 | 0 | 20000 | 5 5 1
HF10 | Dynasan 116 Yag Kati toz 1 - Saf su 20 Tween80 | 0 | 20000 | 5 5 2

EM: Etken madde; K. Hizt: Karigtirma hizi; K. Siire: Karigtirma siiresi; Son. Siire: Sonikasyon siiresi.




2.5.3. Enkapsiilasyon Etkinligi Tayini

Bolim 2.5.2°de anlatilan sekilde indirekt yontem kullanilarak elde edilen
ornekler, Boliim 2.2.1.5’te anlatilan miktar tayini metotlarina gore ol¢iilmiistiir ve

Esitlik 3’e gore enkapsiilasyon etkinligi (EE) hesaplanmustir.
% EE = (ﬁ) x 100 Esitlik 3

A: Kat1 lipit nanopartikiillere yiiklenen etken madde miktar1 (mg)- Siipernatanda
bulunan etken madde miktar1 (mg)

B: Teorik etken madde miktar1 (mg)

Optimum formiilasyonlar i¢in SLN formiilasyonlarina yiiklenen etkin madde

miktar1 (DL) Esitlik 4 kullanilarak hesaplanmaistir.

Nanopartikiile yiiklenen etkin madde miktari

% DL = ( ) x 100 Esitlik 4

Nanopartikiil miktari

2.5.4. Zeta Potansiyel Olciimii

Kat1 lipit nanopartikiillerin yiizey yiiklerindeki degisimi belirlemek igin zeta
potansiyel Olclimii  yapilmistir. Calismalarda iretilen farkli  nanopartikiil
formiilasyonlarinin zeta potansiyeli Malvern Zetasizer NanoZS cihazi kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Stispande haldeki kati lipit nanopartikiiller distile su ile 200 pg/mL
konsatrasyon elde edilecek sekilde seyreltilmistir ve 3 seri seklinde oOlclimler

gergeklestirilmistir.
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2.5.5. Gelistirilen Kati Lipit Formiilasyonunun Tekrarlanabilirliginin Tayin

Edilmesi

Hazirlanan formiilasyonunun tekrarlanabilirligi i¢cin 3 adet formiilasyon i¢in
gerekli ¢ozeltiler ve maddeler ayr1 ayr1 olarak hazirlanmis ve {retim
gerceklestirilmistir. Formiilasyonlarin tekrarlanabilirligi ayr1 ayri iiretilen bu {i¢
formiilasyonun ortalama partikiil biiytikliikleri, zeta potansiyelleri ve enkapsiilasyon

etkinlikleri kiyaslanarak gosterilmistir.

2.5.6. Coziinme Hiz1 Deneyi

Cozinme hizi tayininde diyaliz membran yontemi  kullanilmistir
(Kigitiktirkmen ve Bozkir, 2018). Deneylerde ¢oziinme hizi ortami olarak pH 7,4
fosfat-salin tamponu kullanilmistir. 1 mg/mL konsantrasyonda Donepezil HCI igeren
1 mL formiilasyon membrana aktarilmis (6-8 kDa) ve membranlarin iki tarafi Klips ile
kapanmistir. Membranlar kaplara yerlestirildikten sonra iizerlerine 50 mL pH 7,4
fosfat-salin tamponu eklenmistir. Kaplar sicakligi 37 £ 0,5 °C’e ve hiz1 50 rpm’e
ayarlanmig olan ¢alkalayicili su banyosuna yerlestirilmigtir. Belirli zaman
araliklarinda kaplardan 1 mL numune ¢ekilmis ve yerine taze tampon eklenmistir.
Alinan 6rnekler 0,45um filtreden siiziilerek ependorf tiiplere alinmig ve HPLC ile

analiz yapilmistir.

Humanin iceren formiilasyonlar i¢in Donepezil HCI yiiklii SLN’lerde oldugu
gibi yine ayni deney diizenegi hazirlanmistir. 0,1 mg/mL konsantrasyonda formiil

deney i¢in kullanilmistir. Alinan numuneler spektroflorometri ile analiz edilmistir.

Elde edilen verilerden ¢ikan madde miktarlar1 hesaplanarak ¢éziinme hizi

grafikleri hazirlanmistir.
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2.5.7. Hazirlanan Humanin Yiikli SLN Formiilasyonlarinda Humanin’in

Yapisal Biitiinliik Kontroli

Humanin’e SLN hazirlama asamalarinin etkisini tespit etmek amaciyla in vitro
salman peptitin yapisal biitiinliigliniin kontrolii Native-PAGE ve CD analizleri
kullanilarak yapilmistir. Béylece Humanin’in SLN enkapsiilasyonu ve tekrar buradan
salim1 sonrasinda yapisal ve konformasyonel biitiinliigiiniin devam edip etmediginin

kanitlanmas1 amag¢lanmustir.

2.5.7.1.Native-PAGE Analizi

Native-PAGE analizi igin 6rnekler poliakrilamit jele uygulanmis ve elde edilen
bantlar, standart Humanin ¢6zeltisinin jeldeki bantlari ile karsilagtirilmigtir. Bolim
2.1.3°de belirtilen sekilde hazirlanan ¢ozeltiler, %15°lik ayirma jeli ve %7,5’luk
yiikleme jeli kullanilmistir (Devrim ve ark., 2011). Ornekler ve Humanin ¢ézeltisi (40
pl) poliakrilamit jele uygulanmis ve TBE tamponu i¢inde 100 V'de 60 dakika siireyle
yuriitiilmiistiir. Olusan bantlarin boyanmasit %0,1 (a/h) giimiis nitrat ¢ozeltisi ile
gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda Orneklerden elde edilen bantlar, standart

Humanin bantlar ile karsilastirilmistir.

2.5.7.2. CD Analizi

Humanin igeren nanopartikiillerin hazirlamasi asamasinda maruz kaldigi
fiziksel kosullara karsi konformasyonunu koruyup korumadiginin anlasilmasi
amaciyla CD  spektroskopisi  (Jasco-J 1500) kullanilmistir. Bu amagla
nanaopartikiillerden 24 saat sonunda salinan Humanin’in CD spektrumu alinmistir ve

elde edilen spektrumlar saf Humanin i¢in elde edilen spektrum ile karsilastirilmistir.

Peptit iceren formiilasyonlar yaklasik 40 uM konsatrasyonda suda ¢oziilmiis ve

0,1 mm quartz kiivete aktarilmistir. 25 °C’de 190-260 nm’de 20 nm/dk’da 0.5 sn cevap
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zamani ile 6l¢iim yapilmis, 6 Olciimden sonra spektrumlar ¢ikarilip, ortalama kalan

molar eliptisite hesaplanmigtir (Romeo ve ark., 2017).

2.6. Formiilasyon Se¢cimi

Hedeflendirilecek formiilasyonlarin se¢imi sirasinda yukarida belirtilen
karaterizasyon testlerinin sonuglar1 g6z oniinde bulundurulmustur. 200 nm’den kii¢iik
boyuta sahip SLN’lerin kan dolagiminda daha uzun siire kaldigin1 ve bdylece etkin
maddenin beyine ge¢isi i¢in kan beyin engeli ile temasta bulunma siiresinin de arttigi
belirtilmistir. Bu nedenle partikiil boyutu 200 nm’ nin altinda olan nanopartikiil
formiilasyonlar1 secilmistir. Literatiirlerde elektrostatik stabilitenin saglanmasi i¢in
zeta potansiyelinin en az 30mV olmas1 gerektigi belirtilmistir (Celia ve ark., 2011).
Zeta potansiyeli bu deger goz oniinde bulundurularak degerlendirilecektir. Partikiil
boyutu ve zeta potansiyeli uygun olan formiilasyonlar arasindan enkapsiilasyon
etkiniligi yliksek olan formiilasyonlarin se¢ilmesi planlanmistir. Formiilasyon se¢imi

sirasinda Humanin’in yapisal biitlinliigiiniin korunmasi géz 6niine alinmaistir.

2.7.  Secilen SLN’lerin Apo-E ile Yiizey Modifikasyonlarimin Yapilmasi

SLN’lerin hedeflenmesi sirasinda kullanilacak yontem i¢in Neves ve ark.
(2015), tarafundan yapilan caligmadaki yontem baz alinmis, yontem {izerinden
modifikasyonlar yapilarak hedeflendirme ¢alismasi yapilmistir (Sekil 2.2). Kullanilan
yontemi kisaca Ozetlemek gerekirse; optimal olarak segilen SLN formiili temel
alinarak etken madde kullanmadan 5 mg 1,2-distearoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin-
N-[amino(polietilen glikol)-2000] -amonyum tuzu (DSPE-PEG(2000) amin) yag

fazina ilave edilerek formiilasyon hazirlanmistir.
7,5 mg avidin 1,5 mL PBS pH 7,4’te ¢oziinmiis ve tizerine 1,5 mg 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir (EDC) ilave edilmistir. Boylece avidin

¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢o6zeltiden belli bir miktar alinip formiilasyon ile 2 saat
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boyunca oda sicakliginda karistirilmistir. Baglanmayan avidinin uzaklasmasi i¢in bu
karisim diyaliz membran (100 kDa) kullanilarak diyaliz edilmistir. Ayr1 bir yerde Apo-
E biyotinasyon ajani (N-hidroksisiiksinimid)-Biyotin (EZ-LinkSiilfo-NHS) ile
etiketlenmistir. 5 ml fosfat-salin tamponu igerisinde 1 mg Apo-E 7,5 mg biyotinasyon
ajan1 EZ-LinkSiilfo-NHS ile 4 °C ‘de 4 saat boyunca muamele edilmistir. Ardindan
yine ayni sicaklikta diyaliz membran (100 kDa) ile diyaliz edilmistir. Son olarak avidin
eklenmis formiilasyon ve avidin-biyotin ¢ozeltisinden esit hacimler alinarak 30 dk oda
sicakliginda karistirilmistir. En son 4 saat 4°C’de diyaliz membran (100 kDa) ile
diyaliz yapilmistir (Neves ve ark., 2015).

DSPE- Avidin ¢ozeltisi + Baglanmayan
fP EG{MS:]AN;?S}EI% Avidin ¢ozeltisi formiilasyon 2 saat X avidinin
amfl:r;ﬁ]::::nu hazirlanmasi oda sicakhi@imda uzaklastirilmasi
hazirlanmas: kanstirma icin divaliz
7
Apo-E* nin Etiketlenmemis Avidinki-SLN ve Apo- Baglanmayan
biyotinasyon ajam Apo-E’nin E-Biyotin ¢dzelfisinin maddenin
ile etiketlenmesi ’ uzaklastirilmasi > karistirilmasi > l_lzaklagiimlmam
o & icin divaliz o 1CIn 4 °C “de 4 saat
(4 °C ‘de 4 saat ) ¢ } (30 dk oda sicakhg) diyaliz
i
“*Apo-E ile
hedeflendirilmis SLN
eldesi”
(Apo-E SLN)

Sekil 2.2. Apo-E ile SLN modifikasyonu sirasinda islem basamaklari.

2.7.1. Apo-E’nin SLN Yiizeyine Baglanma Etkinliginin Tayini

Florometrik ¢alisgma Apo-E’nin partikiil izerine baglandigini kanitlamak i¢in
yiriitiilmistir. Bu amagla biyotinlenmis floresin lipit nanopartikiil iizerindeki biyotin
baglanma bolgelerini ve serbest avidini belirlemek i¢in kullanilmistir. 30 pL lipit
nanopartikiil 2 mL pH 7,4 fosfat-salin tamponunda ¢6ziilmiis ve 5 pl biyotinlenmis
floresin (200 pg/mL) ile 30 dk oda sicakliginda muamele edilmistir. Daha sonra

ornekler Amicon® Ultra-4 Santrifiij filtresine aktarilmis ve 4300 rpm’de 5 dakika
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santrifiij edilmistir. Ornek siipernatantlar1 toplanmis ve multimod plaka okuyucu ile

floresan yogunlugu oOlgiimleri yapilmistir.

Biyotinlenmis floresin pozitif ve

inkiibasyon olmayan floresanli SLN c¢ozeltisi negatif kontrol olarak kullanilmistir

(Neves ve ark., 2017).

2.8.  Secilen SLN’lerin Transferrin ile Yiizey Modifikasyonlarinin Yapilmasi

Transferrin karboksil grubundan, etken madde yiiklii kati lipit partikiillerin

yiizeyinde bulunan DSPE’nin amino grubuna kovalan olarak baglanmistir. Bunun i¢in

EDC baglama ajani olarak kullanilmistir. Humanin yiiklii DSPE-PEG(2000)-amin

igeren SLN formiilasyonundan 3 mL alinmis ve transferrin (lipit: Tf oran1 95:5 a/a) ve

EDC (her 10 ml i¢in lipit/Tf karisimi i¢in 10 mg) igeren 0,25 mL pH 7,4 fosfat tamponu

icerisinde siispande edilmistir. Daha sonra 2 saat oda sicakliginda birakilmistir.

Baglanmamis fazla Tf, diyaliz membrandan (300 kDa) diyaliz edilerek ortamdan

ayrilmistir (Gupta ve ark., 2007). Islem basamaklar1 Sekil 2.3’te 6zetlenmistir.

Sekil 2.3. Tf ile SLN modifikasyonu sirasinda islem basamaklart.

DSPE- Transferrin ve Tf cozeltisi ve SLN
PEG(2000)Amin yag EDC’nin pH 7.4 for £¢
s ormiilasyonunun oda
fazina eklenerek SLN tamponu icerisinde - sicakh ém da 2 saat
formiilasyonu cozeltisinin karistiralmasi
hazirlanmasi hazirlanmasi 3
[
“Tfile
Baglanmams T icin hedeflendirilmis SLN
diyaliz yapilmasi eldesi”
(Tf SLN)
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2.8.1. Transferrinin SLN’ler Uzerine Baglanma Etkinliginin Tayini

SLN’ler tlizerine Tt konjugasyonun basarili bir sekilde oldugunu kanitlamak
icin ile bikinoninik Asit (BCA) analiz yontemi kullanilarak Tf miktar tayini
yapilmistir. Bikinoninik asit yontemi, peptit ve protein yapisindaki maddelerin miktar
tayininin yapilmasinda oldukga sik kullanilan bir yontemdir. Bunun i¢in her bir
kuyucuga 150 pl Tf baglanmig SLN ve 150 pL reajan A ve reajan B karisimindan
olusan mikroBCA ajan1 (50 kisim reajan A + 1 kisim reajan B) ilave edilmis ve
mikroplaka 60 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda plaka 6nce oda
sicakligina sogutulmus, daha sonra mikroplaka okuyucusunda 562 nm’de
seyreltmelerin absorbansi 6l¢iilmistiir. Miktar tayini amaciyla bovin serum albiimin
(BSA) kullanilarak 1-50 ppm arasinda 6 noktada bir seri kalibrasyon c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Konsantrasyonlar ve bu konsantrasyonlara denk gelen absorbans
degerleri kullanilarak standart dogru denklemi olusturulmustur ve Tf bagli SLN’den
elde edilen absorbans bu denklemde yerine konarak Tf miktari hesaplanmistir. Tf
baglanmasi sirasinda kullanilan toplam Tf miktar1 baz alinarak yiizde baglanma

hesaplanmistir (Smith ve ark., 1985; Soe ve ark., 2019; Spiers ve ark., 1999).

2.9.  Yiizey Modifikasyonu Yapilan Partikiiller icin Yapilan Kontroller

SLN formiilasyonlar1 i¢in yapilan partikiil biiytikliigli ve dagilimi, zeta
potansiyelinin Ol¢lilmesi, enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi, in vitro salim
calismalar1 gibi testler hedeflendirilmis SLN’ler igin de yapilmistir. Bu testler Bolim
25.1; 25.2; 253; 254 ve 25.6 basliklarinda belirtilen yoOntemlere gore
yiriitiilmiistiir. Boylece formiilasyonlar hedeflendirildikten sonra amaca uygunluklari

acisindan tekrar bir degerlendirme yapilmistir. Deneyler {i¢ paralel yiirtitiilmistir.

Ayrica peptit yapisinin  hedeflendirme  basamaklarindan  etkilenip
etkilenmediginin belirlenmesi i¢in Boliim 2.5.7°de anlatilan sekilde yapisal biitlinliik

analizleri yapilmustir.
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2.10. Hazirlanan Formiilasyonlarin FTIR Analizi

Donepezil HCI, Humanin, yag, bos SLN, etken madde yiiklii SLN’ler ve etken
madde yiiklii hedeflendirilmis SLN formiilasyonlarinin FTIR spektroskopisi ile
tanimlanmasinda Agilent FTIR cihaz1 kullanilmistir. Cihaza toz halinde yerlestirilen

orneklerin 4000 - 650 cm™ dalga boylar1 arasindaki spektrumlar1 alimustir.

2.11. Hazirlanan Formiilasyonlarin Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC)

Analizi

Donepezil HCI, Humanin, yag, bos SLN, etken madde yiiklii SLN’ler ve etken
madde yiiklii hedeflendirilmis SLN formiilasyonlarinin termal 6zellikleri Shimadzu
DSC-60 cihazi ile incelenmistir. Yaklasik 3 mg agirligindaki 6rnekler aliiminyum pana
yerlestirilerek sikistirilmistir. Azot gaz1 50 mL/dak akis hizinda kullanilarak, 6rnekler
25-250°C sicaklik araliginda 5°C/dak dogrusal 1sitma hizinda analiz edilmistir. Bos

pan kor olarak kullanilmistir.

2.12. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi

Donepezil HCI ve Humanin igeren hedeflendirilmis ve hedefli olmayan
nanopartikiil formiilasyonlar1 distile suda disperse edildikten sonra 200 mesh bakir
grid lizerine damlatilarak fazlasi filtre kagidi ile alinmistir. %2 uranil asetat ¢ozeltisi
ile 2 dakika boyandiktan sonra oda sicakliginda kurutularak FEI Tecnai G2 marka
TEM (120 Kw) cihazi ile goriintiilenmistir.
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2.13. Stabilite Calismalari

2.13.1. +4°C’de Yapilan Stabilite Calismalari

Stabilite ¢aligmalar1 igin Donepezil HCI ve Humanin igeren hedeflendirilmis
ve hedefli olmayan nanopartikiil formiilasyonlar1 +4°C’de 3 ay siireyle karanlik
ortamda bekletilmistir. 3 aylik siirenin baslangicinda ve sonunda formiilasyonlarin
partikiil boyutu, polidispersite indeks ve zeta potansiyeli Ol¢limleri yapilarak

stabiliteleri incelenmistir.

2.13.2. 25°C’de Yapilan Stabilite Calismalar:

Donepezil HCI ve Humanin igeren hedeflendirilmis ve hedefli olmayan
nanopartikiil formiilasyonlar1 25°C ve %60 nem igeren stabilite dolabinda 3 ay siire ile
tutulmus ve bu siire sonundaki partikiill boyutu, polidispersite indeks ve zeta

potansiyeli 6l¢timleri yapilarak stabiliteleri degerlendirilmistir.

2.13.3. Kolloidal Stabilite Calismalar:

Hazirlanan etken madde yiikli formiilasyonlarin protein varligindaki
stabilitesini incelemek igin, SLN’ler %10 fetal sigir serumu (FBS) igeren pH 7,4
fosfat-salin ¢ozeltisi igerisinde +4°C’de 1 ay ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve
SLN’lerin partikiil biiyiikliigi ve zeta potansiyelindeki degisim Malvern NanoZS
cihaz1 kullanilarak izlenmistir. Bu iki kosuldaki partikiil biytikligi verileri,
formiilasyonun iiretimi sonrasinda hemen Olciilen partikiil biiyiikliigii, partikiil

biyiikligi dagilimi profili ve zeta potansiyeli ile kiyaslanarak degerlendirilmistir.
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2.14. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Hiicre kiiltiiri calismalart TUBITAK Bilim Insani1 Destekleme Daire
Baskanlhig1 (BIDEB) 2214-A Doktora Sirasi Arastirma Bursu ile desteklenmistir ve
Hungarian Academy of Sciences Biological Reserach Center- Institute of Biophysics

Biological Barriers Research Group laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

2.14.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi

hCMEC/D3 insan tiirevi bir beyin endotel hiicre dizisidir. Hiicreler baslangigta
%10 FBS ve 40 pg/mL endotel biiyiime faktorii iceren Dulbecco's modified Eagle's
ortaminda (DMEM) %5 CO: inkiibatoriinde 37°C’de tutulmustur. Bu hiicreler 0.1%
jelatin ile kaplanmis kuyucuklarda iiretilmistir. RBEC hiicreleri de ayni isleme tabi
tutulmustur. SH-SYS5Y insan tiirevi bir noroblastoma hiicre dizisidir ve néronlarin
fizyolojik ve patolojik durumlarin taklit edilmesinde siklikla kullanilmaktadir. Hiicre
kiiltiri ¢alismasi igin hiicreler baslangigta %10 FBS, 100 U/mL penisilin ve
streptomisin igeren DMEM igerisinde %5 CO; inkiibatoriinde 37°C’de tutulmustur
(Gao ve ark., 2017).

2.14.2. Sitotoksisite Calismalar:

2.14.2.1. MTT Cahsmalan

Sitotoksisite tayini i¢in MTT ¢alismalarinda RBEC, hCMEC/D3 ve SH-SY5Y
hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler ayr1 ayri 5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 96
kuyucuga ekilmistir. Triton X deterjam1 (1 mg/mL) %100 hiicre toksisitesini
belirlemek i¢in referans madde olarak kullanmilmigtir. Etken madde yiikli
hedeflendirilmis ve hedeflendirilmemis nanopartikiiller 0,03-1 pg/mL konsantrasyon

araliginda hiicrelere uygulanarak 37°C’de 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha
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sonra hiicre ortami alinmis ve 20 uL. 0,5 mg/mL MTT ¢ozeltisi (3-(4,5-dimetiltiyazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) hiicrelere eklenmis ve CO» inkiibatoriinde 4 saat
boyunca 37 °C’de tutulmustur. Son olarak her bir kuyucuga 100 puL dimetilsiilfoksit
(DMSO) formazan kristallerini ¢6zmek i¢in eklenmis, 10 dk calkalanmistir ve optik
dansite 570 nm’de Olglilmiistiir. Hiicre canliligi kontrol grubuna goére boyadaki
azalmanin yiizdesi olarak hesaplanmistir (Mulik ve ark., 2010; Veszelka ve ark.,
2017).

2.14.2.2. Empedans Ol¢iimii ile Hiicre Canlih@ Tayini

RBEC ve hCMEC/D3 hiicrelerinde hiicrelerin SLN uygulamasina verdigi
cevabi gorebilmek igin biyoelektrik empedans 6l¢iimii yapilarak hiicreler izlenmistir.
Zemin Sl¢iimiinden sonra hiicreler 6x10° hiicre/kuyucuk yogunlukta altin elektrotlarla
entegre edilmis 96 kuyucuklu plakaya ekilmistir. Hiicreler 37°C’de 5-7 giin CO2
inkiibatoriinde kiiltiir edilmistir. Daha sonra hiicrelere SLN’ler (1 ve 10 pg/mL)
uygulanmis ve 24 saat izlenmistir. Hiicre indeksi her bir 6l¢iim noktasinda Rn-Rb
olarak degerlendirilmistir. Burada Rn kuyucuklarin hiicre varken hiicre-elektrot
empedansidir; Rb ise kuyucuklarin sadece kiiltiir ortam1 varken empedansidir. Hiicre

indeks degerleri hiicre sayist ve canliligin1 yansitmaktadir (Mészaros ve ark., 2018).

2.14.3. Hiicresel Alim Calismalar:

RBEC, hCMEC/D3 ve SH-SYS5Y hiicreleri, 3 x 10% hiicre/kuyucuk
konsantrasyonunda 24 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Bitisik tek tabakal hiicreler, 10
ug / mL’ye hiicre kiiltiirii ortam ile seyreltilen Humanin yiiklii SLN, Donepezil yiiklii
SLN Apo-E ile hedeflendirilmis Humanin SLN ve Apo-E ile hedeflendirilmis
Donepezil SLN partikiilleri CO> inkiibatériinde 37 °C'de 2 saat kiiltiir ortaminda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicreler, hiicre yiizeyiyle iliskili SLN'leri
yikamak i¢in %1 BSA ile desteklenmis soguk PBS ile bir kez, asit tamponu (glisin 50
mM, NaCl 100 mM, pH 3) ile ii¢ kez yikanmistir. Son olarak hiicreler, Triton X-100
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deterjan (10 mg/mL) ile PBS i¢inde pargalanmistir ve floresan yogunlugu, 549 nm

eksitasyon ve 572 nm emisyon dalga boylarinda spektroflorometre ile tespit edilmistir.

2.14.4. In Vitro Kan-Beyin Engeli Modelinden Gegis Cahismalari

2.14.4.1.Uclii KBE Ortak Hiicre Kiiltiirii Modelinin Olusturulmasi

Gegirgenlik caligsmalari i¢in Gi¢lii bir ortak kiiltiir KBE modeli olusturulmus ve
kullanilmigtir (Nakagawa ve ark., 2009). KBE modeli hazirlamak igin perisitler, doku
kiltiirti insertlerinin (Transwell, polikarbonat membran, 3 pum godzenek boyutu)
kollajen kapli alt tarafina pasajlanmustir (1.5x10% hiicre/cm?) ve matrigel kaplh
membranlarin iist tarafina beyin endotel hiicreleri ekilmistir (7.5x10* hiicre/cm?).
Daha sonra, zarin iki tarafinda beyin endotel hiicreleri ve perisitleri igeren insertler,

altta glial hiicrelerin yetistirildigi 12 gukurlu plakalara yerlestirilmistir (Sekil 2.2).

Beyin endotel
hiicreleri \

Perisitler ——— =
Astrositler — ?< %% %%

Sekil 2.4. Hazirlanan ti¢lii KBE ortak hiicre kiiltiirii modeli.

Bu sistemin iist ve alt sivi bélmelerinin ikisi de, 550 nM hidrokortizon ile
takviye edilmis endotel kiltiir ortamina alinmistir ve ii¢ hiicre tiirli, gegirgenlik
deneylerinden once dort giin boyunca birlikte kiiltiirlenmistir (Nakagawa ve ark.,
2009; Walter ve ark., 2015).
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2.14.4.2. in Vitro KBE Modelinde Gegisin Degerlendirilmesi

KBE {iglii ortak kiiltiir modelinin sikiligi, transendotelyal elektrik direncinin
(TEER), EVOM voltohm metre ile Olgiilmesiyle dogrulanmistir. Kaplanmis ancak
hiicresiz filtrelerin TEER degerleri, 6l¢iilen TEER degerlerinden ¢ikarilmistir. Yiiksek
TEER degerleri (210+18 Qxcm?) elde edildiginde model deneyler igin kullanilmustir.
Hiicreler, iist / dondr bdlmesinde (0,5 mL), 2 saat boyunca %1 Insiilin-transferrin-
selenyum (ITS) ile desteklenen fenol kirmizisi igermeyen DMEM / F12'de seyreltilmis
SLN'ler (10 pg/mL) ile muamele edilmistir. KBE modelinin islevini test etmek igin,
gecirgenlik gostergesi olarak kullanilan sodyum floresin (SF, 376 Da) ve Evans mavisi
etiketli serum albiimininin (EBA, 67 kDa) endotelyal tek tabakalar boyunca akisi
belirlenmistir. islemlerden sonra, alt / alict bélmelerden (1,5 mL) drnekler toplanmis
ve 549 nm eksitasyon ve 572 nm emisyon dalga boylarinda spektroflorometre ile
Olglilmistiir. Goriliniir gegirgenlik katsayilari (Papp), (Bocsik ve ark., 2016) Esitlik 5
ile hesaplanmustir:

A[C]A X Vp

Vea ST Esitlik 5

Papp =

P app : Goriniir gegirgenlik katsayisi (cm/s)

A[C]a : 2 saat sonra alic1 bdlmedeki konsantrasyon degisimi
[Clo : Baslangigcta donér kompartman konsantrasyonu

Va : Alic1 bolmenin hacmi (1,5 ml)

A : Gegirgenlik icin mevcut yiizey alan1 (1,12 cm?)

2.15. Zebra Baliklari ile Yiiriitiilen in Vivo Cahsmalar

In vivo hayvan ¢alismalar1 Dokuz Eyliil Universitesi Izmir Uluslararas1 Biyotip
ve Genom Enstitiisii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan verilen

28.08.2018 tarihli ve 02/2018 protokol numarali onay dahilinde gergeklestirilmistir.
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12 adet 25 gram agirliginda, eriskin zebra baligi kullanilmistir. Kullanilan
deney hayvanlar1 Izmir Uluslararas1 Biyotip ve Genom Enstitiisii tarafindan temin

edilmis olup; ¢alismalar burada yiiriitilmiistiir.

In vivo deneylerde kullanilacak olan hayvan gruplari Cizelge 2.11°de belirtilen
sekilde planlanmustir. In vivo denemeler her bir grupta en az n=3 sayida hayvan

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.11. In vivo deneylerde kullanilan hayvan gruplar.

Grup numarasi Grup ad1
Grup | Kontrol grubu
Grup Il Bos SLN formiilasyonu (Rhodamin B yiiklii)
Grup HI Apo-E SLN formiilasyonu (Rhodamin B yiiklii)
Grup IV Tf SLN formiilasyonu (Rhodamin B yiiklii)

2.15.1. Sitotoksisite Calismasi

Formiilasyonlarin in vivo toksisitesi zebra baligi embriyo miktar tayini ile
degerlendirmistir. Formiilasyonlar embriyolar 6 saatlik iken 1 yumurta/kuyucuk
olacak sekilde 50, 100, 200 ve 400 nmol konsantrasyonlarda 96 kuyucuga ekilmis ve
zebra balig1 embriyolariin gelisimi formiilasyonlarin ilavesinden sonra 24. saatte ters

mikroskop kullanilarak gozlenmistir (Rizzo ve ark., 2013).

2.15.2. Beyine Gecis Calismasi

Floresan mikroskopta baliklar goriintiilenerek beyine gecis olup olmadigi
kontrol edilmistir. Bu c¢alismada floresan 6l¢iim yapilacagindan dolayr Rhodamin B
(RhoB) ile isaretlenmis formiilasyonlar kullanilmistir (RhoB SLN; Apo-E RhoB SLN

ve Tf RhoB SLN). Goriintiilerin ¢ekimi sirasinda 6l¢iilen floresan yogunluklari grafige
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gecirilmigtir. Belirtilen formiilasyonlar uygulandiktan sonra belirlenen alanlarin
floresan yogunluk Ol¢iimii “Image]” programi kullanilarak hesaplanmistir. Bu
hesaplama “Secili Alandaki Toplam Floresan Yogunlugu = Entegre Yogunluk -
(Segilen Bolge X Arka Plan Okumasinin Ortalama Floresans1)” formiili ile
hesaplanmistir (McCloy ve ark., 2014). Bu grafiklere gore hedeflendirilmis ve

hedeflendirilmemis formiillerin beyine ge¢is karsilastirmasi yapilmistir.

2.16. Iistatiksel Analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prizma 8 yazilimi ile tek/iki yonli ANOVA
analizi kullanilarak yapilmistir ve gruplar arasindaki farkliliklar Tukey testi ile

degerlendirilmistir. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.

Hayvan deneyleri i¢in istatistiki degerlendirmelerde kullanilacak olan Sl¢iimler
icin sadece olfaktor bulb ile anteriyer komissiiriin kaudal ucu arasindaki bdliimler
kullanilmistir. Ortalama sinyal yogunluklarinin 6l¢iimii, ImageJ programinin 3D nesne
sayict modiilii kullanilarak gergeklestirilmistir. Istatistiksel degerlendirmelerde, SPSS
20 programi kullanilarak tek yonliit ANOVA testi ve ardindan Tukey testi ve Student t
testi yapilmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Etken Maddelerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesine Dair

Bulgular

3.1.1. Humanin ve Donepezil HCI’in FTIR Spektrumlarina Ait Bulgular

Donepezil HCI’in FTIR spektrumu Bo6lim 2.2.1.1°de ifade edildigi lizere elde

edilmistir ve fonksiyonel gruplarin absorbsiyon bantlar1 Sekil 3.1’de gosterilmektedir.

1€
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Sekil 3.1. Donepezil HCI’e ait FTIR spektrumu.

Humanin’in FTIR spektrumu Bolim 2.2.1.1°de ifade edildigi ilizere elde

edilmistir ve fonksiyonel gruplarin absorbsiyon bantlar1 Sekil 3.2’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.2. Humanin’e ait FTIR spektrumu.

3.1.2.

Humanin ve Donepezil HCI’in DSC Analizlerine Dair Bulgular

DSC analizi Boliim 2.2.1.2°de belirtilen sekilde yapilmis ve Donepezil HCI

icin Sekil 3.3’ deki; Humanin i¢in Sekil 3.4’teki termogramlar elde edilmistir.

DsC
mi

0.00-

=1.00-

-2.00r

-3.00-
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62.15C

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 3.3. Donepezil HCI’e ait DSC termogrami.
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Sekil 3.4. Humanin’e ait DSC termogrami.

3.1.3. Donepezil HCP’in UV Spektrumuna Dair Bulgular

Donepezil HCI’in UV spektrumu Bolim 2.2.1.3’de ifade edilen sekilde distile
su ve pH 7,4 fosfat-salin tamponunda alinmig ve maksimum pik noktast 270 nm’de
gozlenmistir. Elde edilen spektrumlar sirasiyla Sekil 3.5’de ve Sekil 3.6’da

gosterilmistir.

T T T T T T T T T T T T T T T T T [ T T [ e e T [T e T e |

20 220 240 280 280 200 320 240 280 280 nm

Sekil 3.5. Donepezil HCI’in distile su i¢indeki UV spektrumu.
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Sekil 3.6. Donepezil HCI’in pH 7,4 fosfat-salin tamponu i¢indeki UV spektrumu.

3.1.4. Humanin’in Yapisal Biitiinliigiiniin Sirkiiler Dikroizm ile Belirlenmesine

Dair Bulgular

Humanin’in Boliim 2.2.1.4°de anlatildigi sekilde yapilan CD galigsmasi sonucu

elde edilen spektrumu Sekil 3.7°de gosterilmistir. Spektruma goére minimum pik 208

nm ve 220 nm’de goziikmektedir.

CD [mdeg] 0

Sekil 3.7. Humanin’e ait CD spektrumu.

220
Wavelength [nm]

240

250
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3.1.5. Etken Maddelerin Miktar Tayinleri i¢cin Kullanilan Analitik Yontemlerin
Kalibrasyonlarima Ait Bulgular

3.1.5.1.Humanin i¢in Kullamlan Spektroflorometri Yonteminin Kalibrasyonuna
Ait Bulgular

Humanin’in distile su ve pH 7,4 fosfat-salin tamponundaki 6lgimleri Bélim
2.2.15.1°de aciklanan sekilde yapilmig ve kalibrasyon grafik ve denklemi
bulunmustur. Grafikler sirasiyla distile su igin Sekil 3.8’de, pH 7,4 fosfat-salin

tamponu igin Sekil 3.9’da; bu dogrulara ait parametreler Cizelge 3.1’de verilmistir.

25
20 y =0,027x + 0,1868

= R>=0,9992
o
=
=
)EJJ 15
=4
>
72}
=
S 10
)
St
2
o

5

0

0 100 200 300 400 500 600 700 800

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 3.8. Humanin’in distile sudaki kalibrasyon dogrusu (n=3).
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Sekil 3.9. Humanin’in pH 7,4 fosfat-salin tamponu ortamindaki kalibrasyon dogrusu (n=3).

Cizelge 3.1. Humanin’in kalibrasyon dogrusuna ait parametreler.

Ortam Distile su pH 7,4 fosfat-salin tamponu
Egim 0,027 0,055

Kesisim 0,1868 1,1202

Dogru Denklemi y=0,027+0,1868 y = 0,055x +1,1202
Determinasyon Katsayisi (r?) 0,9992 0,9991

3.1.5.2.Donepezil HCI i¢cin Kullamlan HPLC Yoénteminin Kalibrasyonuna Ait
Bulgular

Donepezil HCI’in distile su ve pH 7,4 fosfat-salin tamponundaki olgtimleri
Boliim 2.2.1.5.2°de agiklanan sekilde yapilmis ve kalibrasyon grafik ve denklemi
bulunmustur. Grafikler sirasiyla distile su i¢in Sekil 3.10°da, pH 7,4 fosfat-salin

tamponu igin Sekil 3.11°de; bu dogrulara ait parametreler Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.10. Donepezil HCI’in distile sudaki kalibrasyon dogrusu (n=3).
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Sekil 3.11. Donepezil HCI’in pH 7,4 fosfat-salin tamponu ortamindaki kalibrasyon dogrusu
(n=3).

Cizelge 3.2. Donepezil HCI’in kalibrasyon dogrusuna ait parametreler.

Ortam Distile su pH 7,4 fosfat-salin tamponu
Egim 43,585 24,61

Kesisim 10,486 89,596

Dogru Denklemi y=43,585+10,486 y = 24,61x — 89,596
Determinasyon Katsayisi (r?) 0,9992 0,9998
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3.1.6. Donepezil HCI i¢cin Kullanilan HPLC Yoénteminin Kalibrasyonuna Ait

Istatiksel Veriler ve Analitik Validasyon Sonuclar

3.1.6.1. Dogrusallik ve Arahgi

Etken maddenin devamli okunabilecegi en disik ve en yiksek
konsantrasyonlar1 arasinda 8 nokta secilmis, distile su iginde 0,1 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanan ve pH 7,4 fosfat-salin tamponu iginde 0,1 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanan etken maddenin stok ¢ozeltilerinden hareketle birbirinin
katlar1 seklinde secilen noktalara seyreltmeler yapilarak her bir ortam igin bir seri farkl
konsantrasyonda ¢ozelti elde edilmistir. Bu ¢ozeltilerin absorbans degerleri 270 nm
dalga boyunda okunmustur. Bu verilerden hesaplanmis dogrusallik ve dogrusallik
araligina ait dogrular Sekil 3.12 ve Sekil 3.13’de bu dogrulara ait parametreler ise

Cizelge 3.3’de verilmistir.

Linear Regression

---- 95% Confidence Interval

1.400- -
1.300
1.200- .5
1.100
1.000 e
900 R
800 -
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Sekil 3.12. Donepezil HCI’in distile sudaki dogrusallik grafigi (n=3).
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Sekil 3.13. Donepezil HCI’in pH 7,4 fosfat-salin tamponundaki dogrusallik grafigi (n=3).

Cizelge 3.3. Donepezil HCl’in distile su ve pH 7,4 fosfat-salin tamponu ortamindaki
dogrusallik ve aralig1 ¢alismasina iligkin parametreleri.

Distile su pH 7,4 Fosfat —Salin
Tamponu

Egim (m) + Giiven sinir1 (%95) 43,585 24,610
Egimin standart hatasi 0,2176 0,1626
Giiven arahg (%95) 43,134—44,018 24,192—25,028
Korelasyon katsayisi (r) 0,9996 0,9999
Determinasyon katsayisi (r?) 0,9992 0,9998
Kesisim (n) 10,486 -89,596
Kesisimin standart hatasi 4,498 3,502

Kesisimin giiven araligi (%95)

2,340— 20,615

-98,599— -80,593

Regresyon dogrusundan olan sapmalarin 9,988 3,441

standart sapmasi (Sy.x)

Dogrusal regresyon kareler toplami 4000485 271328
Dogrusalliktan sapmalarin kareler toplami 3491,6 59,197
Ortalamanin artik kareler toplami 4003976 271387
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3.1.6.2.Dogruluk ve Geri Elde

Donepezil HCl’in distile su ve pH 7,4 fosfat-salin ig¢indeki 0,1 mg/mL
konsantrasyondaki stok ¢ozeltileri kullanilarak, ayr1 ayr1 12 ug/mL, 20 pg/mL, 28
ng/mL konsantrasyondaki ti¢ farkli ¢ozeltisi hazirlanmistir ve 6’sar kez HPLC’de
analiz edildikten sonra elde edilen alan verilerilerinden yola ¢ikarak pratik
konsantrasyon ve % geri elde degerleri hesaplanmistir. Ortalama % geri elde, standart
sapma (SS) ve % bagil sapma verileri kullanilarak yontemin dogrulugu kanitlanmistir.

Elde edilen degerler ile bu degerlere iliskin parametreler asagidaki Cizelge 3.4 ve

3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Donepezil hidrokloriir’tin distile sudaki dogruluk ve geri elde bulgular1 (n=3).

Teorik Pratik % Geri Teorik Pratik % Geri | Teorik Pratik % Geri

kons. kons. Elde kons. kons. Elde kons. kons. Elde
(ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL)

12,00 12,3899 103,25 20,00 20,2091 101,05 28,00 27,8218 99,36
12,00 12,4037 103,36 20,00 20,2068 101,03 28,00 27,8081 99,31
12,00 12,3761 103,13 20,00 20,2045 101,02 28,00 27,8425 99,44
12,00 12,3738 103,12 20,00 20,1724 100,86 28,00 27,7989 99,28
12,00 12,3532 102,94 20,00 20,1930 100,97 28,00 27,7966 99,27
12,00 12,3555 102,96 20,00 20,1678 100,84 28,00 27,8195 99,36

Ort. % Geri Elde 100,1281 Ort. % Geri Elde | 100,9614 | Ort. % Geri Elde 99,3377
SS* 0,1625 SS* 0,0905 SS* 0.0612

%BS** 0,1576 %BS** 0,0897 %BS** 0.0616

* Standart Sapma; **% Bagil Sapma.
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Cizelge 3.5. Donepezil hidrokloriir’iin pH 7,4 fosfat-salin tamponundaki dogruluk ve geri elde
bulgulari (n=3).

Teorik Pratik % Geri Teorik Pratik % Geri Teorik Pratik % Geri
kons. kons. Elde kons. kons. Elde kons. kons. Elde
(ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL) | (pg/ml) (ng/mL) | (ng/mL)
12,00 12,0315 100,26 20,00 19,7154 98,5770 28,00 28,1672 100,5973
12,00 12,0315 100,26 20,00 19,7479 98,7395 28,00 28,1632 100,5828
12,00 12,0275 100,23 20,00 19,7398 98,6989 28,00 28,1388 100,4957
12,00 12,0234 100,20 20,00 19,7235 98,6176 28,00 28,1591 100,5683
12,00 12,0356 100,30 20,00 19,7317 98,6583 28,00 28,1591 100,5683
12,00 12,0518 100,43 20,00 19,7032 98,5161 28,00 28,1185 100,4232
Ort. % Geri Elde 100,2797 Ort. % Geri Elde 98,6346 Ort. % Geri Elde 100,5393
SS* 0,0822 SS* 0,0817 SS* 0,0668
%BS** 0,0820 %BS** 0,0828 %BS** 0,0665

* Standart Sapma; **% Bagil Sapma.

3.1.6.3.Kesinlik

3.1.6.3.1.Tekrarlanabilirlik

Donepezil HCI’in distile su ve pH 7,4 fosfat-salin igindeki 0,1 mg/mL

konsantrasyondaki stok ¢ozeltisi kullanilarak, 12 pg/mL, 20 pg/mL, 28 pg/mL

konsantrasyondaki {li¢ farkli c¢ozeltisi ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Cozeltilerin HPLC

kullanilarak elde edilen alan verileri yardimiyla pratik konsantrasyonlari hesaplanarak

ortalama konsantrasyon, standart sapma (SS) ve % bagil sapma verilerilerinden

hareketle yontemin tekrarlanabilirligi ve kesinligi kanitlanmistur.
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Cizelge 3.6. Donepezil hidrokloriir’iin distile sudaki tekrarlanabilirlik bulgular1 (n=3).

Alan Kons. Alan Kons. Alan Kons.
(12pg/mL) (ng/mL) (20pg/mL) (ng/mL) (28pg/mL) (ng/mL)
550,5 12,3899 891,3 20,2091 12231 27,8218
551,1 12,4037 891,2 20,2068 12225 27,8081
549,9 12,3761 891,1 20,2045 1224 27,8425
549,8 12,3738 889,7 20,1724 12221 27,7989
548,9 12,3532 890,6 20,1930 1222 27,7966
549 12,3555 889,5 20,1678 1223 27,8195
Ortalama 123754 Ortalama 20,1923 Ortalama 278146
Ss* 0,0195 SS* 0,0181 Ss* 0,0171
YaBS** 0,1576 YBSE 0,0897 YB3t 0,0616

* Standart Sapma; **% Bagil Sapma.

Cizelge 3.7. Donepezil hidrokloriir’iin pH 7,4 fosfat-salin tamponundaki tekrarlanabilirlik

bulgulari (n=3).

Alan Kons. Alan Kons. Alan Kons.
(12pg/mL) (ng/mL) (20pg/mL) (ng/mL) (28pg/mL) (ng/mL)
207,0 12,0518 397,9 19,8089 621,5 28,8946
206,5 12,0315 397,5 19,7926 621,1 28,8783
206,3 12,0234 396,2 19,7398 621,8 28,9068
206,4 12,0275 396,4 19,7479 621,8 28,9068
206,6 12,0356 396,2 19,7398 621,7 28,9027
206,5 12,0315 396,0 19,7317 621,7 28,9027
Ortalama 12,0336 Ortalama 19,7601 Ortalama 28,8987

SS* 0,0099 SS* 0,0323 SS* 0,0109

%BS** 0,0820 %BS** 0,1635 %BS** 0,0377

* Standart Sapma; **% Bagil Sapma.

3.1.6.3.2.Ara Kesinlik

Donepezil HCP’in distile su ve pH 7,4 fosfat-salin tamponu i¢indeki miktar
tayini yonteminin ara kesinliginin belirlenebilmesi i¢in; 12 pg/mL, 20 pg/mL, 28

ug/mL konsantrasyonlarda ti¢ farkli ¢ozelti hazirlanarak, birbirini takip eden ti¢ farkli
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giinde bu ¢ozeltilerin HPLC analizleri yapilmis ve konsantrasyonlara karsilik gelen
alanlar degerleri ve pratik konsantrasyonlar1 bulunmustur. Pratik konsantrasyonlardan
hareketle ii¢ farkli giinde yapilan toplam 18 konsantrasyonun ortalamasi, standart
sapmasi ve % bagil sapma degerleri bulunmustur. Bagil sapma degerlerinin de %2 nin

altinda oldugu goriilmiis ve yontemin ara kesinligi ispatlanmistir.

Cizelge 3.8. Donepezil hidrokloriir’tin distile sudaki ara kesinlik bulgular1 (n=3).

12 pg/mL 20 pg/mL 28 ng/mL

Giin Alan Kons. Giin | Alan Kons. Giin Alan Kons.
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
L 550,5 12,3899 1 891,3 20,2091 1| 12031 27,8218
! 551,1 12,4037 11 go12 20,2068 1| 1025 27,8081
1 5499 | 12,3761 1| go11 20,2045 1| 10040 | 278425
! 549,8 12,3738 1 889,7 20,1724 1| 12001 27,7989
1 5489 | 123532 1 | go06 20,1930 1 | 10000 | 27,7966
! 549,0 12,3555 1 889,5 20,1678 1| 12230 27,8195
2 5488 | 12,3509 2 | ggo6 20,1701 2 | 10002 | 278012
2 5502 | 123830 | 2 | go13 20,2001 2 | 1oppa | 277989
2 549.8 12,3738 2 891,2 20,2068 2 12225 27,8081
2 5505 | 12,3899 2 | 8909 20,1999 2 | 1p030 | 278195
2 549, | 12,3578 2 | 8903 20,1862 2 | 12004 | 278058
2 548,9 12,3532 2 889,6 20,1701 2 | 12031 27,8218
3 549,5 12,3670 3 891,2 20,2068 3 12243 27,8494
3 550,5 12,3899 3 | 8907 20,1953 3 | 12226 27,8103
3 549,9 12,3761 3 890,5 20,1908 3 12223 27,8035
8 5505 | 12,3899 3 | 8913 20,2091 3 | 19202 27,8012
3 548,3 12,3394 3 889,7 20,1724 3 | 12030 27,8195
8 5495 | 123670 3 | ggo3 20,1632 3 | 10009 | 278172

Ort. Kons. Ort. Kons. Ort. Kons.
(ng/mL) (n=18) 12,3717 (pngir{lgls) 20,1908 (l(lngiTgls) 27,8135
SS* 0,0175 : SS* 0,0170 SS* 0,0146
%6BS** 0,1412 %BS** 0,0842 %BS** 0,0526

* Standart Sapma; **% Bagil Sapma.
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Cizelge 3.9. Donepezil hidrokloriir’iin pH 7,4 fosfat-salin tamponundaki ara kesinlik bulgulart

(n=3).
12 pg/mL 20 pg/mL 28 pg/mL
Giin Alan Kons. Giin | Alan Kons. G Alan Kons.
(ng/mlL) (ng/mL) iin (ng/mL)
1 206,5 12,0315 1 397,9 19,8089 1 621,5 28,8946
1 206,5 12,0315 1 397,5 19,7926 1 621,1 28,8783
1 206,4 12,0275 1 396,2 19,7398 1 623,0 28,9555
1 206,3 12,0234 1 396,4 19,7479 1 623,5 28,9759
1 206,6 12,0356 1 396,2 19,7398 1 623,0 28,9555
1 207,0 12,0518 1 395,6 19,7154 1 622,1 28,9190
2 210,0 12,1738 2 396,0 19,7317 2 622,1 28,9190
2 210,5 12,1941 2 395,8 19,7235 2 621,8 28,9068
2 210,0 12,1738 2 395,3 19,7032 2 621,8 28,9068
2 210,0 12,1738 2 395,2 19,6991 2 621,7 28,9027
2 209,4 12,1494 2 395,6 19,7154 2 621,7 28,9027
2 209,5 12,1534 2 395,8 19,7235 2 621,5 28,8946
3 209,7 12,1616 3 395,3 19,7032 3 602,9 28,1388
3 209,0 12,1331 3 395,2 19,6991 3 603,4 28,1591
3 209,2 12,1412 3 396,2 19,7398 3 603,4 28,1591
3 209,6 12,1575 3 396,4 19,7479 3 602,4 28,1185
3 209,4 12,1494 3 396,0 19,7317 3 603,6 28,1672
3 209,5 12,1534 3 396,2 19,7398 3 603,5 28,1632
Ort. Kons. 12,11754 Ort. Kons. 19,73274 Ort. Kons. 28,6621
(ng/mL) (n=18) (ng/mL) (ng/mL)
(n=18) (n=18)
SS* 0,06283 SS* 0,029515 SS* 0,3728
%BS** 0,518508 %BS** 0,149575 %BS** 1,3006

* Standart Sapma; **% Bagil Sapma.

3.1.6.4.Teshis ve Tayin Sinirlar

Donepezil’in distile su ve pH 7,4 fosfat-salin tamponundaki miktar tayini

yonteminin teshis ve tayin sinirlar1 Bolim 2.2.1.6.4°de belirtildigi gibi belirlenmistir.

Cizelge 3.10°da teshis ve tayin siirlar1 yer almaktadir.

Cizelge 3.10. Donepezil hidrokloriir distile su ve pH 7,4 fosfat-salin tamponundaki miktar

tayinin teshis ve tayin sinirlar.

Distile su pH 7,4 Fosfat-Salin Tamponu
Teshis Sinir1 LOD (pg/mL) 0,3406 0,4427
Tayin Simir1 LOQ (pg/mL) 1,0322 1,3415

107



3.1.6.5.Se¢icilik

Bolim 2.2.1.6.5’te anlatildig1r sekilde yapilan segicilik caligmalarinda
kullanilan yardimct maddelerin 270 nm dalga boyunda yapilan HPLC analizleri

sonucunda Donepezil HCI piki ile herhangi bir girisim gézlenmedigi belirlenmistir.

3.2.  Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

3.2.1. Donepezil HCI Yiikli SLN’lerin On Formiilasyon Calhismalarina Ait

Sonuglar

Donepezil HCl’in SLN iiretimi sirasinda hangi faza katilacagini belirlemek
icin, yag fazina ve su fazina ayri ayr eklenerek formiilasyonlar hazirlanmistir. Bu
formiilasyonlarin hazirlanmasi sirasinda farkli yaglar kullanilmistir. Formiilasyonlara
ait partikiil blyiikligii, PDI, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi bulgulari
Cizelge 3.11°de verilmistir.

Cizelge 3.11. Donepezil HCl’in farkli fazlara eklendigi ve degisik yaglar kullanilarak
hazirlanan SLN formiilasyonlarinin sonuglart (n=3).

Kod Lipit EM Partikiil PDI Zeta EE (%0+£SS)
(%1 a/h) Fazi biiyiikliigii (Ort£SS) Potansiyeli
(nm=SS) (mV=SS)
OFDI1 Compritol Su 157,1£2,10 0,45+0,02 -13,0+0,04 1,34+0,13
OFD2 Dynasan 114 Su 185,3+4,15 0,45+0,02 -7,5+1,49 0,00+0,00
OFD3 Dynasan 116 Su 93,1+1,06 0,29+0,03 -19,8+0,29 9,47+0,07
OFD4 Imwitor Su Emiilsiyon olusmadi.
K900
OFD5 Precirol Su 143,7+2,18 0,30+0,02 -31,7+£2,24 0,00+0,00
. . 147,5+4 4+0,2 -13,0+0.4 1,44+0,
OFD6 Compritol Yag 7,5+4,03 0,34+0,20 3,0+0,46 ,44+0,03
.. + + -9,5+ +
OFD7 Dynasan 114 Yag 226,0+5,29 0,41+0,01 9,5+0,38 3,22+0,02
. 100,7+0,05 0,324+0,05 -19,8+0,15 13,35+0,01
OFD8 Dynasan 116 Yag 7 ’ ’ 7 ’ '
Imwitor Emiilsiyon olugmadi.
OFD9 K900 Yag
.. + + -30,5+ +
OFD10 Precirol Yag 150,3+1,83 0,35+0,12 30,5+1,53 9,47+0,02

EM:Etken madde; EE: Enkapsiilasyon etkinligi; PDI: Polidispersite indeksi; SS: Standart sapma.
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Donepezil HCL ¢oziiniirligiinin pH bagimli olmasindan kaynakli degisik
tampon ortamlariyla formiilasyonlar hazirlananan formiilasyonlara ait partikiil
blyiikligi, PDI, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi bulgular1 Cizelge 3.12°de

verilmistir.

Cizelge 3.12. Farkli su fazlann kullanilarak hazirlanan Donepezil HCI1 yiikli SLN
formiilasyonlarinin sonuglari (n=3).

Formiil Lipit Kullanilan | Partikiil PDI Zeta EE
Kodu (%1 a/h) Su Faz Boyutu (Ort£SS) (mV4+SS) (%=SS)
(nm=£SS)
OFD6 Compritol Saf su 147,5+4,03 | 0,34+0,20 | -13,0+0,46 1,44+0,03
OFD7 Dynasan 114 Saf su 226,0+5,29 | 0,41+0,01 -9,5+0,38 3,22+0,02
OFDS8 Dynasan 116 Saf su 100,7+0,05 | 0,32+0,05 -19,8+0,15 13,35+0,01
OFD9 Imwitor K900 Saf su Emiilsiyon olugmadi.
OFDI10 Precirol Saf su 150,3+1,83 | 0,35+0,12 | -30,5+1,53 9,47+0,02
OFDI11 Compritol PBS pH 139,8+0,30 | 0,33+0,35 | -30,7+0,60 | 38,62+0,12
7.4
OFD12 Dynasan 114 PBS pH 200,3+4,54 | 0,42+0,21 | -29,1+1,50 | 43,20+0,01
7,4
OFD13 Dynasan 116 PBS pH 124,5+0,10 | 0,30+0,02 -24,1+0,50 | 57,85+0,32
7,4
OFD14 Imwitor K900 PBS pH Emiilsiyon olugmadi.
7,4
OFDI5 Precirol PBS pH 129,6+1,03 | 0,35+0,36 | -29,1+0,52 | 49,60+0,57
7,4
) pH9,0
OFD 16 Compritol tampon 143,1+£0,20 | 0,32+0,02 | -42,7+0,55 | 75,70+0,33
pH9,0
OFD 17 Dynasan 114 tampon 211,0+0,63 | 0,36+0,45 -33,2+0,66 82,30+0,02
pH 9,0
OFD 18 Dynasan 116 tampon 119,5+0,18 | 0,32+0,55 -17,3+0,52 88,45+0,08
pH9,0 Emiilsiyon olugmadi.
OFD 19 Imwitor K900 tampon
pH9,0
OFD 20 Precirol tampon 130,4+0,02 | 0,41+1,93 -36,1+2,26 | 84,70+0,23

Enkapsiilasyon etkinliginin daha yiiksek bulunmasi nedeniyle formiilasyonlara
pH 9,0 tampon ortami ile devam edilmistir. Karigtirma siiresi ve sonikasyon siiresinin
belirlenmesi i¢in degisik zamanlarda denemeler yapilmistir. Formiilasyonlara ait
partikiil biiytikliigii, PDI, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi bulgular Cizelge
3.13’de verilmistir. Sekil 3.14’de formiilasyonlar parametreleri arasindaki degisim

grafiksel olarak gosterilmistir.
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Cizelge 3.13. Farkl karistirma ve sonikasyon siireleri ile hazirlanan Donepezil HCl yiiklii SLN
formiilasyonlarinin sonuglari (n=3).

Kod Lipit K. Son. Partikiil PDI Zeta EE (%=SS)
(%1 a/h) Siiresi | Siiresi Boyutu (Ort£SS) (mV=£SS)
(dk) (dk) (nm=SS)
OFD16 | Compritol 10 143,12020 | 0,32+0,02 | -42,7+0,55 75,70+0,33
Dynasan 10
OFD17 114 211,0+0,63 0,36+0,45 -33,2+0,66 82,30+0,02
Dynasan 10 2
OFD18 116 119,540,18 0,32+0,55 -17,3+0,52 88,45+0,08
Imwitor 10 2 Emiilsiyon olugmadi.
OFD19 K900
10 2
OFD20 Precirol 130,4+0,02 0,41+1,93 -36,1+£2,26 84,70+0,23
OFD21 Compritol 142,1+1,20 0,20+0,01 -20,0+0,02 76,30+0,01
Dynasan
OFD 22 114 129,4+0,67 0,34+0,01 -18,0+0,10 83,19+0,31
Dynasan 5 2
OFD23 116 121,443,72 0,25+0,04 -18,1+0,01 92,96+0,02
Imwitor 5 2 Emiilsiyon olugmadi.
OFD24 K900
5 2 144,5+1,01 0,22+0,01 -15,3+0,01 75,86+0,52
OFD25 Precirol
OFD26 Compritol 333,8+0,70 0,27+0,20 -21,2+0,50 85,01+0,01
Dynasan
OFD27 114 105,5+0,50 0,25+0,01 -18,3+0,05 83,50+0,02
Dynasan 5 5
OFD28 116 109,2+0,31 0,25+0,03 -17,9+0,02 91,32+0,01
Imwitor 5 5 Emiilsiyon olusmadi.
OFD 29 K900
5 5 114,843,74 0,42+0,01 -12,0+0,23 85,60+0,31
OFD30 Precirol
OFD31 | Compritol 10 387,31,75 | 0,49+0,02 | -19,0£1,00 | 84,69+0,03
Dynasan 10
OFD32 114 115,1+1,42 0,27+0,03 -17,3+0,05 82,56+0,02
Dynasan 5 10
OFD33 116 100,4+0,50 0,13+0,01 -18,3+0,36 85,17+0,01
Imwitor 5 10 Emiilsiyon olusmadi.
OFD34 K900
5 10 134,94+0,91 0,22+0,01 -13,8+1,90 86,45+0,01
OFD35 Precirol

Imwitor K900 adli yag ile emiilsiyon olusmadigindan bu yag ile ¢alismaya

devam edilmemistir. Karistirma hiz1 5 dk, sonikasyon siiresi 10 dk olan formiillerin

partikiil biiytikliikleri daha uygun oldugundan c¢alismalar bu parametrelerle devam

edilmistir.
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3.2.2. Donepezil HCI Yiiklii SLN’lerin Formiilasyon Calismalarina Ait Sonuclar

OF33 kodlu formiilden hareketle asagidaki formiilasyonlar hazirlanmistir ve
formiilasyonlara ait partikiil biyiikligii, PDI, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon
etkinligi bulgular1 Cizelge 3.14’de verilmistir. OF33 kodlu formiil DF1 olarak
belirtilmistir.
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AN

Cizelge 3.14.

Donepezil HCL yiiklit SLN formiilasyonlarina ait Sonuglar (n=3).

= E N E C s 5 g 5 L = = =
.- N2 N ,c

s 8=  32|5-|EE3co|E| EEs|:_|EE| E|E| %

= AR §7|E8| 252 55| 2| §5%|=2|=2z| | & &

Z S|=% S22¢| S8 Sc| 2| E25|EE|c5| E| E| 3

£ §3 §3|2%|E2H £\ §| 225 |3 g; Tl @ Z| Partikil

= = = EC4 R 2 |3 s | X1 ¥| s Boyutu PDI Zeta EE

2 A (nm+SS) (Ort+SS) | (mV+SS) | (%=SS)
DF1 | Dynasan 116 | Yag Kati toz 1 -- -- 10 | Tween 80| 100 10 9600 | 5 10 100,4+0,50 0,13+0,01 | -18,3+0,36 | 85,17+1,21
DF2 | Dynasan 116 | Yag Kati toz 2 - - 10 | Tween 80| 100 10 9600 | 5 10 1190,0+0,17 1,00+0,00 | -22,3+0,21 *
DF3 | Dynasan 116 | Yag Kati toz 4 -- -- 10 | Tween 80| 100 10 9600 | 5 10 8612,5+0,05 1,00+£0,00 | -17,3+£0,62 *
DF4 | Dynasan 116 | Yag | Kati toz 8 - — |10 |Tween80| 200 | 10 | 9600 | 5 | 10 Emiilsiyon olusmads.
DF5 | Dynasan 116 | Yag Kati toz 1 -- -- 3 [ Tween 80| 100 10 9600 | 5 10 247,0+0,35 0,79+1,45 -8,9+0,45 | 83,40+3,29
DF6 | Dynasan 116 | Yag Kati toz 1 -- -- 50 | Tween 80| 100 10 9600 | 5 10 121,0+0,09 0,33+0,02 | -11,3+0,22 | 86,20+2,85
DF7 | Dynasan 116 | Yag Kati toz 1 -- -- 10 [ Tween 80| 100 10 15000 5 10 150,843,79 0,25+0,04 | -14,5+0,10 | 88,73+2,30
DF8 | Dynasan 116 | Yag Kati toz 1 -- -- 10 [ Tween 80| 100 10 |[20000| 5 10 102,0+0,55 0,19+0,01 | -10,1+£0,01 | 89,65+2,25
DF9 | Dynasan 116 | Yag Kati toz 1 -- -- 10 [ Tween 80| 100 2 9600 | 5 10 101,3+0,53 0,14+0,01 | -12,3+0,23 | 80,02+1,21
Gliserin
DF10 | Dynasan 116 | Yag ¢Ozeltisi 1 -- -- 10 | Tween 80 | 100 2 9600 | 5 10 62,8+0,22 0,23+0,20 -4,5+0,03 | 99,90+0,90
DF11 | Dynasan 116 | Yag | ACN:dioksan 1 -- -- 10 | Tween 80| 100 9600 10 58,0+0,45 0,22+0,01 -3,240,01 | 82,55+0,10
DF12 | Dynasan 116 | Yag Kati toz 1 -- -- 10 [ Tween 80| 100 5 9600 | 5 10 102,4+0,23 0,20+0,03 | -15,7+0,02 | 85,60+1,10
Dynasan 116 1
DF13 Lesitin Yag Kati toz 0,25 -- -- 10 | Tween 80| 100 10 9600 | 5 10 67,8+0,56 0,24+0,10 | -7,4+0,02 | 99,89+0,30
Dynasan 116 1
DF14 Lesitin Yag Kati toz 0,5 - - 10 | Tween 80| 100 10 9600 | 5 10 72,4+0,15 0,35+0,05 -5,4+0,30 | 99,92+0,36
Pluronik
DF15 | Dynasan 116 | Yag Kati toz 1 -- -- 10 F68 100 10 9600 | 5 10 204,34+0,36 0,36+0,04 | -11,0+0,20 | 95,78+0,08
K hizi: Karigtirma hizi; K. Siiresi: Karistirma siiresi; Son siiresi: sonikasyon siiresi.




et

Cizelge 3.14. Devam. Donepezil HCL Yiiklii SLN Formiilasyonlarina Ait Sonuglar (n=3).

= =
g g
= = | c
£ = S| E g E| 8 -
= c =l = L | 2 | X
= [E) [<5) - < B S o = - [T = | X =
E 82| 3|5 | g2l | E| s2|E |88 §33
2 s 23| Z SE| 3 2| £5|5 |2&| £|37|¢
= E.%” Erg« S| £E| Eg 8 SE| X Eg 5| £| Z Partikiil
E =2 $% sE|58| g2 €3| € = % £ EE &3 Boyutu PDI Zeta EE
= | i Ly | 5| S| S Z 22| ZFE| LS ¥ | ¥ |3 (nm=+SS) (Ort+SS) | (mV=+SS) | (%=SS)
DF16 | Dynasan 116 Yag Kat1 toz 1 -- -- 10 PVA 100 10 9600 | 5 | 10 120,6+0,12 0,45+0,33 | -16,5+0,03 | 65,17+1,33
Arlacel-
DF17 | Dynasan 116 Yag Kati toz 1 C 10 10 | Tween 80| 100 10 9600 | 5 | 10 156,8+0,22 0,22+1,56 | -26,8+0,10 | 29,50+0,69
Arlacel-
DF18 | Dynasan 116 Yag Kat1 toz 1 C 10 10 PVA 100 10 9600 | 5 | 10 250,4+0,23 0,18+0,25 | -12,6+0,36 | 8,24+0,03
Arlacel- Pluronik
DF19 | Dynasan 116 Yag Kat1 toz 1 C 10 10 F68 100 10 9600 | 5 | 10 303,5+1,37 0,18+0,66 | -17,2+0,02 | 24,33+0,54
DF20 | Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- 10 10 |[Tween80| 50 10 | 9600 | 5 |10 889,5+5,23 0,80+0,19 | -3,5+0,01 *
DF21 | Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- 10 10 | Tween 80| 150 10 9600 | 5 | 10 96,3+2,33 0,25+0,50 | -18,3+£0,01 | 86,34+0,02
DF22 | Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- 10 10 | Tween 80| 200 10 9600 | 5 | 10 55,6+0,78 0,22+2,14 | -17,0£0,30 | 82,37+0,03
DF23 | Dynasan 116 Yag Kat1 toz 1 -- 10 10 | Tween 80| 250 10 9600 | 5 |10 35,3+0,89 0,26+0,98 | -4,5+0,36 | 85,69 +0,38
DF24 | Dynasan 116 Yag Kat1 toz 1 -- 10 10 | Tween 80| 300 10 9600 | 5 |10 34,7+0,30 0,27+0,10 | -2,3+0,27 |93,65 +0,02
DF25 | Dynasan 116 Yag Kat1 toz 1 -- 10 10 | Tween 80| 150 10 [15000] 5 |10 100,4+0,32 0,39+0,23 | -23,3+0,02 | 87,29+0,01
DF26 | Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- 10 10 | Tween 80| 150 10 [20000| 5 |10 87,2+0,11 0,22+0,02 | -17,0£0,12 | 93,84+0,01
DF27 | Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- 10 10 | Tween 80| 150 10 [20000] 5 | 1 130,8+0,62 0,24+0,01 | -16,6+0,49 | 85,20+0,56
DF28 | Dynasan 116 Yag Kati toz 1 - 10 10 | Tween 80| 150 10 [20000] 5| 2 112,3+£1,22 0,26+0,01 | -15,6+0,98 | 86,70+0,06
DF29 | Dynasan 116 Yag Kati toz 1 -- 10 10 | Tween 80| 150 10 |20000| 5 | 5 105,5+0,50 0,25+0,01 | -12,3+0,65 | 86,30+0,03
K hizi: Karigtirma hizi; K. Siiresi: Karistirma siiresi; Son siiresi: sonikasyon siiresi.




3.2.2.1.Donepezil HCI Yiiklii SLN’lere Yag Konsantrasyonunun Etkisi

Donepezil

HCl

yikli SLN’lerin hazirlanmast

sirasinda  farkli

yag

konsantrasyonlar1 ile denemeler yapilmis ve sonuglar Cizelge 3.15 ve Sekil 3.14°de

verilmistir. Anlaml (p<0,05) degiskenler grafiklerde (*) olarak isaretlenmistir.

Cizelge 3.15. Donepezil HCI yiiklii SLN’lere yag konsantrasyonunun etkisi.

A

x =

= =<

E £ Partikiil Boyutu

- = (nm+SS) PDI (Ort£SS) Zeta (mV4SS) EE (%+SS)

=] =
DF1 1 100,4+0,50 0,13£0,01 -18,3+0,36 85,17+1,21
DF2 2 1190,0+0,17 1,00+0,00 2234021 *
DF3 4 8612,5+0,05 1,00+0,00 -17,3+0,62 *

Emiilsiyon olusmadi.

DF4 8

*Bu partikiillerin boyutlari nanometre olmadiklari igin enkapsiilasyon etkinlikleri 6lgiilmemistir.

10000 0.9
—_ * 8
E 8000+ r0.6 =
2 N 0.3
i 6000 H loo
o J :

o 4000 AU PR | | SR L .. ...... . wd+ O
T 20004 L.15 N
o —
--20 o
0- T 1 —T 125
N VD N VoD N VoD
Q<< Q<< OQ OQ Q<< <§< % <§< <§<
L I L 1 1 I
PB PDI Zeta (mV)
(nm)

Sekil 3.14. Donepezil HCI yiiklii SLN’lere yag konsantrasyonunun etkisi (*p<0,05).
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3.2.2.2.Donepezil HCI Yiiklii SLN’lere Su fazi1 Hacminin Etkisi

Su faz1 hacminin partikiill boyutu ve dagilimina dolayli olarak da
enkapsiilasyon etkinligine etki edebilecegi diisiiniilmiis ve farkli hacimlerde
formiilasyonlar hazirlanmistir. Sonuglar Cizelge 3.16 ve Sekil 3.15°da verilmistir. DF1
formiilii ile karsilastirma yapilmis ve anlamli (p<0,05) degiskenler grafikte (*) olarak

isaretlenmistir.

Cizelge 3.16. Donepezil HCI yiiklii SLN’lere su fazi hacminin etkisi.

g

- =

g g

< 2

= -

E &

I~ & | Partikiil Boyutu (nmSS) PDI (OrtSS) Zeta (mVSS) EE (%=SS)
DF1 10 100,4+0,50 0,13+0,01 -18,3+0,36 85,17+1,21
DF5 3 247,0+£0,35 0,79£1,45 -8,9+0,45 83,40+3,29
DF6 50 121,0+0,09 0,33+0,02 -11,3+0,22 86,20+2,85

b 3
300
4 .
‘ \ Y
HJJ 200
o *
; * |
O 100 1
N
®
®
QD

0_

| 1 1 1 1 1 -20
N & /O N D O N D O N DO
FEEK FEE FFK KKK

PB (nm) EE (%) Zeta(mV) PDI

Sekil 3.15. Donepezil HCI yiiklii SLN’lere su faz1 hacminin etkisi (*p<0,05).
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3.2.2.3.Donepezil HCI Yiiklii SLN’lere Karistirma Hizinin Etkisi

Karistirma hizinin partikiillere olan etkisini incelemek amaciyla 9600, 15 000
ve 20 000 rpm hizlarda formiilasyonlar hazirlanmis ve sonuglar Cizelge 3.17 ve Sekil
3.16’da verilmistir. DF1 formiilii ile karsilastirma yapilmis ve anlamli (p<0,05)

degiskenler grafikte (*) olarak isaretlenmistir.

Cizelge 3.17. Donepezil HCI yiiklii SLN’lere karistirma hizinin etkisi.

S
g =
2 £
— S
= a,\
£ g g_ Partikiil Boyutu
S S (nm=SS) PDI (Ort+SS) | Zeta (mV+SS) | EE (%:SS)
DFL | 9600 100,4+0,50 0,13+0,01 -18,340,36 85,17+1.21
DF7 | 15000 150,8+3,79 0,25:0,04 -14,5:0,10 88,73+2,30
DF8 | 20000 102,0+0.55 0.19+0,01 -10,1+0.01 89.85:2.25
*
200+ 0.5
-0.4 T
L 0.3 Y
150- * " l ' 0.2
" - 0.1
m * | * ] . loo
o 100 T0
>
4 _
o ' °
50 --10 N
@
-'15 Q
= -20
LR KK <<“ <<‘b <<”<< ‘3’
" 1 1 1 1 ] L ]
PB EE Zeta PDI
(hm) (%) (mV)

Sekil 3.16. Donepezil HCI yiiklii SLN’lere karistirma hizinin etkisi (*p<0,05).
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3.2.2.4.Donepezil HCI Yiikli SLN’lere Etken Madde Miktar1 ve Eklenisinin
Etkisi

Etken madde miktarinin partikiillere olan etkisini incelemek amaciyla 10 mg,
5 mg ve 2 mg miktarlarda Donepezil HCI formiilasyonlara eklenmistir. Ayrica
Donepezil HCL’in gliserin ve ACN:Dioksan (1:1) karisimindaki ¢ozeltileri
partikiildeki Donepezil HCL konsantrasyonu 2 mg olacak sekilde formiilasyona
eklenmis ve bu sekilde formiilasyonlar hazirlanmistir. Sonuclar Cizelge 3.18 ve Sekil
3.17°de verilmistir. DF1 formiilii ile karsilastirma yapilmis ve anlamli (p<0,05)
degiskenler grafikte (*) olarak isaretlenmistir.

Cizelge 3.18. Donepezil HCI yiiklii SLN’lere etken madde miktari ve eklenisinin etkisi.

=
'c
= (] D~
= S=| T
s BZ| BE
— S| =z
=] c = c &
E SE| gZ| Partikil Boyutu Zeta
2 oe| OE (nm=SS) PDI (Ort+SS) | (mV#SS) | EE (%zSS)
DF1 Kati toz 10 100,4+0,50 0,13+0,01 -18,3+0,36 | 85,17+1,21
DF9 Katt toz 2 101,3+0,53 0,1420,01 -12,3+0,23 80,02+1,21
Gliserin
DF10 ¢Ozeltisi 2 62,8+0,22 0,23+0,20 -4,5+0,03 99,90+0,90
DF11 | ACN:dioksan 2 58,0+0,45 0,22+0,01 -3,240,01 82,55+0,10
DF12 Kati toz 5 102,4+0,23 0,20+0,03 -15,7+0,02 85,60+1,10
%k %k
150
o
=)
w 100=-
Ll
I8
>
m
o 50-
N
@
QD
O—

Sekil 3.17. Donepezil HCI vyiiklii SLN’lere etken madde miktar1 ve ekleniginin etkisi

(*p<0,05).
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3.2.2.5.Donepezil HCI Yiiklii SLN’lere Eklenen Lesitinin Etkisi

Donepezil HCI yiiklii SLN’lere yiiklenen Lesitinin Etkisini gosteren sonuglar

Cizelge 3.19 ve Sekil 3.18°de verilmistir. DF1 formiilii ile karsilastirma yapilmis ve

anlamli (p<0,05) degiskenler grafikte (*) olarak isaretlenmistir.

Cizelge 3.19. Donepezil HCI yiiklii SLN’lere eklenen lesitinin etkisi.

g3 = | =2 £ | Ppartikiil Boyut Zet
£5 = 5 = & | Partikiil Boyutu eta
SV s 5 S S | (nm=SS) PDI (Ort£SS) | (mV4+SS) EE (%z=SS)
DF1 Dynasan 116 1 100,4+0,50 0,13+0,01 -18,3+0,36 85,17+1,21
Dynasan 116 1
DF13 Lesitin 0,25 67,8+0,56 0,24+0,10 -7,4+0,02 99,89+0,30
Dynasan 116- 1
DF14 Lesitin 0,5 72,4+0,15 0,35+0,05 -5,4+0,30 99,89+0,36
E 3
0.5
-0.4 T
100 L 0.3 )
* - 0.2
b 75 . | . -0.1
1) — +0.0
> T0
m 504
o - -5
254 m-10 N
--15 3
O_ T T T ‘20
QSQ'\?)(('\?‘
© X9
|
EE Zeta PDI
(nm) (%) (mV)

Sekil 3.18. Donepezil HCI yiiklii SLN’lere eklenen lesitinin etkisi (*p<0,05).
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3.2.2.6.Donepezil HCI Yiiklii SLN’lere Farkh Siirfaktanlarin Etkisi

Donepezil HCI yiiklii SLN’ler farkl stirfaktanlar ile hazirlanmis ve sonuglar

Cizelge 3.20 ve Sekil 3.19°da verilmistir. DF1 formiilii ile karsilastirma yapilmis ve

anlamli (p<0,05) degiskenler grafikte (*) olarak isaretlenmistir.

Cizelge 3.20. Donepezil HCI yiiklii SLN’lere farkli siirfaktanlarin etkisi.

HE .|, E
AFEEI- R
B =EX X _ | ReEX| 25
EleS€| €53 |2 €| € £ | partikil Boyutu |PDI Zeta
S| &35 59| 585|372
=l A anl ol aMdanl » & | (mESS) (Ort£SS) (mV=£SS) EE (%=SS)
Tween
DF1 -- 10 80 100 100,4+0,50 0,13+0,01 -18,3+0,36 | 85,17+1,21
Pluronik
DF15 -- F68 204,3+0,36 0,36+0,04 -11,0+£0,20 | 95,78+0,08
DF16 -- -- PVA 100 120,6+0,12 0,45+0,33 -16,5+0,03 | 65,17+1,33
Avrlacel- Tween
DF17 C 10 80 100 156,8+0,22 0,22+1,56 -26,8+0,10 | 29,50+0,69
Avrlacel-
DF18 C 10 PVA 100 250,4+0,23 0,18+0,25 -12,6+0,36 | 8,24+0,03
Arlacel- Pluronik
DF19 C 10 F68 100 303,5+1,37 0,18+0,66 -17,2+0,02 | 24,33+0,54
400 0.5
04 ©
03 Y
300= 0.2
. || Is:
® 200+ 00
om -5
o -10
100- 15 N
-20 @©
25 o
0= 111130
K U
Q. QQ?QOQQQQQ |
PB EE Zeta PDI
(nm) (%) (mV)

Sekil 3.19. Donepezil HCI yiiklii SLN’lere farkli siirfaktanlarin etkisi (*p<0,05).
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3.2.2.7.Donepezil HCI Yiiklii SLN’lere Siirfaktan Miktarimin Etkisi

Donepezil HCI yiiklii SLN’ler farkli Tween 80 miktarlar ile hazirlanmis ve
sonuglar Cizelge 3.21 ve Sekil 3.20°de verilmistir. DF1 formiilii ile karsilastirma
yapilmis ve anlamli (p<0,05) degiskenler grafikte (*) olarak isaretlenmistir.

Cizelge 3.21. Donepezil HCI yiiklii SLN’lere siirfaktan miktarmin etkisi.

=

— 8 _

25| 28

E3| ££Zo| Partikil Boyutu

ex| ZEE (nm=SS) PDI (Ort+SS) Zeta (mV4SS) | EE (%2SS)
DF1 100 100,4:£0,50 0,13£0,01 -18,3+0,36 85,17+1,21
DF20 50 889,545.23 0,80+0,19 4354001 *
DF21 150 96,342.33 0,25+0,50 -18,3+0,01 86,34=0,02
DF22 200 55,6+0,78 0,2242,14 -17,040,30 82,37+0,03
DF23 250 35,340,89 0,26+0,98 -4,5+0,36 85,69 +0,38
DF24 300 34,7030 0,27+0,10 234027 93,65 0,02

*Bu partikiillerin boyutu nanometre olmadig1 i¢in enkapsiilasyon etkinligi 6l¢iilmemistir.
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Sekil 3.20. Donepezil HCI yiiklii SLN’lere siirfaktan miktarinin etkisi (*p<0,05).
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3.2.2.8.Donepezil HCI Yiiklii SLN’lere Karistirma Hizinin Etkisi

Donepezil HCI yiikli 150 mg Tween 80 igeren SLN’ler 9600, 15 000 ve 20

000 rpm gibi farkli karistirma hizlar1 ile hazirlanmis ve sonuglar Cizelge 3.22 ve Sekil

3.21°de verilmistir. DF21 formiilii ile karsilastirma yapilmis ve anlamli (p<0,05)

degiskenler grafikte (*) olarak isaretlenmistir.

Cizelge 3.22. Donepezil HCI yiiklii 150 mg Tween 80 iceren SLN’lere karistirma hizinin etkisi.

=
=
~ = 7 ‘a
g 8 g @ 2
2| $5|s |E |E |G
— E=| & = = =
= S 5| E 218 | 2
E ==|€5| £€| £<| E < | Partikiil Boyutu PDI Zeta EE
s sS|=2g| 32|35 5 o
& ZZIRE|ISE|ST| 3T (nm=SS) (Ort£SS) | (mV#SS) | (%=SS)
DF21 | Tween 80| 150 | 9600 | 5 10 96,3+2,33 0,25£0,50 | -18,3£0,01 | 86,34+0,02
DF25 | Tween 80| 150 | 15000 10 100,4+0,32 0,39+0,23 | -23,3+0,02 | 87,29+0,01
DF26 | Tween 80| 150 | 20000 10 87,2+0,11 0,2240,02 | -17,040,12 | 93,84+0,01
150 0.5
-0.4 U
L0.3 &
100 - 0.2
L - N
m 0.1
() - 0.0
> - 0
m
O 50- -2
--10
--15 N
=20
0- -25
OQ
PB EE Zeta PDI
(nm) (%) (mV)

Sekil 3.21. Donepezil HCI yiiklii 150 mg Tween 80 igeren SLN’lere karistirma hizinin etkisi

(*p<0,05).
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3.2.2.9.Donepezil HCI Yiiklii SLN’lere Sonikasyon Siiresinin Etkisi

Donepezil HCI yiiklii 150 mg Tween 80 igeren SLN’ler 1, 2 5 ve 10 dk
siirelerde sonike edilmis ve sonuglar Cizelge 3.23 ve Sekil 3.22’de verilmistir.
Homojenizasyon hiz1 20000 rpm olarak uygulanmistir. DF26 formiilii ile karsilastirma

yapilmis ve anlamli (p<0,05) degiskenler grafikte (*) olarak isaretlenmistir.

Cizelge 3.23. Donepezil HCI yiiklii SLN’lere sonikasyon siiresinin etkisi.

c o~
O <
- 2
= § =
E § =8 Partikiil Boyutu
S Y R& (nm=SS) PDI (OrtSS) Zeta (mV=SS) EE (%=SS)
DF26 10 87,2+0,11 0,22+0,02 -17,040,12 93,84+0,01
DF27 1 130,8+0,62 0,24+0,01 -16,6+0,49 85,20+0,56
DF28 2 112,3+1,22 0,26+0,01 -15,6+0,98 86,70+0,06
DF29 5 105,5+0,50 0,25+0,01 -12,3+0,65 86,30+0,03
*
*
%k
*
150 x* 0.3
o
* -0.2 O
Ly 100 * -0.1
-+ 0.0
2 | | <0
(aa)
O 50- - -5
--10 N
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--15 o
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PB EE Zeta PDI
(nm) (%) (mV)

sekil 3.22. Donepezil HCI yiiklii SLN’lere sonikasyon siiresinin etkisi (*p<0,05).
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3.2.3. Humanin Yiikli SLN’lerin On Formiilasyon Calismalarna Ait Sonugclar

Cizelge 2.8.’de belirtilen Humanin i¢in yapilan 6n formiilasyon ¢aligmalarinda,
beklemeyle ya da iiretimin hemen sonrasinda humaninde gozle goriiliir ¢okme
olmustur. Cékme olmayan formiil OFH13 kodlu formiilden hareketle iiretime devam

edilmistir.

3.2.4. Humanin Yiiklii SLN’lerin Formiilasyon Calismalarina Ait Sonug¢lar

OHF13 kodlu formiilden hareketle asagidaki formiilasyonlar hazirlanmistir ve
formiilasyonlara ait partikiil biiyiikliigli, PDI, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon
etkinligi bulgular1 Cizelge 3.24°de verilmistir. OHF13 kodlu formiil HF1 olarak
belirtilmistir. Sekil 3.23, Sekil 3.24, Sekil 3.25 ve Sekil 3.26’da degisik formiilasyon

parametrelerinin etkisi grafiksel olarak gdsterilmektedir.

Xk
3
200—[ 05 o
L04 O
- 0.3
150 * - 0.2
Lu * - 0.1
> —1 * Loo
> 100— _I ,,,,,,, _0
m
0 .5
50- 10
--15 N
L 20 @
0- T —T—T—-25 ®

NV SV DNV eD N D
JEE FFK FFK ¥
L ]l ] Il 1

PB EE Zeta PDI
(nm) (%) (mV)

Sekil 3.23. Humanin yiiklii SLN’lerde sonikasyon siiresinin etkisi (*p<0,05).
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Sekil 3.24. Humanin yiiklii SLN’lerde farkli tamponun etkisi (*p<0,05).
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Sekil 3.25. Humanin yiiklii SLN’lerde karistirma hizinin etkisi (*p<0,05).
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Gc1

Cizelge 3.24. Humanin yiikli SLN formiilasyonlarina ait sonuglar.

2 S =| & < E o 2]
Z £ = €35 | £ Es5¢g & S S = = E g’é‘ g?g B E
=  HBb co|l g | 85 &8 = E=8| 87| S&|E2 28 = ¢
= 83| c82|2S|=E% 5|5 | SEE| 25| 2E| g3 £4 ¢ §| Partk
E HEEEIREEIEREHEER: S| €T R E CE| E5|EE|THLE| Boyuw PDI Zeta EE
= J|fise| GS2|53S| 525 2| FE| FEF| FE|XT|2A|EF LS| ("m=SS) | (OrtxSS) | (MVSS) | (%:SS)
Dynasan PBS Tween
HF1 116 Yag Kati toz 1 -- pH74 | 10 80 150 9600 5 10 1 186,8+1,22 | 0,29+0,01 | -17,7+0,32 | 99,18+0,02
Dynasan PBS Tween
HF2 116 Yag Kati toz 1 -- pH74 | 10 80 150 9600 5 2 1 135,0+0,36 | 0,45+0,02 | -16,3+119 | 92,49+0,13
Dynasan PBS Tween
HF3 116 Yag Kati toz 1 -- pH74 | 10 80 150 9600 5 5 1 128,1+0,21 | 0,33+0,01 | -20,3+0,61 | 99,80+0,02
Dynasan PBS Tween
HF4 116 Yag Kati toz 1 -- pH9,0 | 10 80 150 9600 5 5 1 136,0+0,94 | 0,29+0,01 | -18,9+1,08 | 93,55+0,01
Dynasan PBS Tween
HF5 116 Yag Kati toz 1 -- pH74 | 10 80 150 9600 | 10 5 1 153,842,15 | 0,41+0,01 | -16,840,25 | 99,17+0,01
Dynasan Gliserin PBS Tween 5k 1d
HF6 | 116 Yag | cozeltisi | 1 - |pH74] 10 80 150 | 9600 | 5 | 5 1 Cokme oldu.
Dynasan PBS Tween
HF7 116 Yag Kati toz 1 - pH74 | 10 80 150 |20000| 5 5 1 124,6£1,44 | 0,29+0,01 | -20,2+1,07 | 94,50+0,05
Dynasan PBS Tween
HF8 116 Yag Kati toz 2 -- pH74 | 10 80 150 |20000| 5 5 1 149,3+1,37 | 0,35+0,01 | -24,843,47 | 96,80+0,03
Dynasan Tween
HF9 116 Yag Kati toz 1 -- Saf su 10 80 150 |20000| 5 5 1 104,9+£0,92 | 0,29+0,01 | -15,0+0,96 | 98,99+0,03
Dynasan Tween
HF10 116 Yag Kati toz 1 -- Safsu | 20 80 150 |20000| 5 5 2 ]106,3+1,18 | 0,31+0,01 | -16,0+0,73 | 99,20+0,05
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Sekil 3.26. Humanin yiiklii SLN’lerde dis fazin etkisi (*p<0,05).

3.3. Coziinme Hizi Deneyi

Nanopartikiillerde ¢oziinme hizi deneyleri Bolim 2.5.6’da belirtildigi gibi
statik yontem kullanilarak, 37 + 0,5 °C’de Donepezil HCI i¢in igceren pH 7.4 fosfat-
salin tamponunda, Humanin i¢in %0,05 Tween 80 iceren pH 7,4 fosfat-salin
tamponunda yapilmistir. Hazirlanan formiillerden partikiil boyutu ve dagilimi, zeta
potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligine bakilarak uygun goriilen formiilasyonlarin
¢oziinme hiz1 deneyleri gerceklestirilmistir. Elde edilen ¢oziinme hizi verilerine ait

grafikler Sekil 3.27 ve Sekil 3.28’de verilmistir.
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Sekil 3.27. Donepezil HCI yiikli DF1, DF10, DF13, DF14, DF26 ve Donepezil HCl’¢ ait
salim grafikleri.
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Sekil 3.28. Humanin yiikli HF3, HF9 formiilleri ve Humanin’e ait salim grafikleri.
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3.4. Formiilasyon Secimi

Yukarida bulgulari verilen formiilasyon ¢alismalarinin sonucunda Donepezil
HCI yiiklii formiilasyonlardan “DF26” ve Humanin ytiklii formiilasyonlardan “HF9”
kodlu formiilasyonlar secilmistir. Hazirlanan nanopartikiillere iliskin formiilasyon

parametreleri Cizelge 3.25’de, in vitro 6zellikler ise Cizelge 3.26°da verilmektedir.

Cizelge 3.25. Optimum formiil olarak secilen SLN’lerde formiilasyon parametreleri.

Parametre DF26 HF9
Lipit Dynasan 116 Dynasan 116
Etken Maddenin Katildig1 Kati toz olarak direkt yag fazina Kati toz olarak direkt yag fazina
Faz
Lipit Miktar1 (% a/h) 1 1
Su fazi1 hacmi (mL) 10 10
Su Fazinda Kullanilan Tween 80 Tween 80
Siirfaktan
Siirfaktan miktari (mg) 150 150
Etken Madde Miktar1 (mg) 10 1
Karistirma Hizi (rpm) 20 000 20 000
Karistirma Siiresi (dKk) 5 5
Sonikasyon Siiresi (dk) 10 5

Cizelge 3.26. Optimum formiilasyonlara ait bulgular.

Ozellik DF26 HF9
Partikiil bityiikliigii (nm+SS) 87,2+0,11 104,9+0,92
PDI (Ort+SS) 0,22+0,02 0,29+0,01
Zeta Potansiyeli (mV+SS) -17,0£0,12 -15,0£096
Enkapsiilasyon Etkinligi
(%=SS) 93,84+0,01 98,99+0,03
Etken Madde icerigi (%=SS) 3,61+0,01 0,38+0,01
24 saat sonunda aciga cikan 85,15 99,5
miktar (%)

3.5.  Hazirlanan Formiilasyonlarin Tekrarlanabilirligi

Hazirlanan formiilasyonlarin tekrarlanabilirligi i¢in 3 adet formiilasyon i¢in
gerekli ¢oOzeltiler ve maddeler ayr1 ayri olarak hazirlanmis ve iiretim
gergeklestirilmistir ve sonuglar DF26 igin Cizelge 3.27, Sekil 3.29 ve Sekil 3.30°da;
HF9 icin Cizelge 3.28, Sekil 3.31 ve Sekil 3.32’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.27. Donepezil HC1 SLN formiilasyonlarinin tekrarlanabilirligi (n=3).

Size (d.nm})

Formiil Kodu Partikiil Boyutu PDI (Ort+SS) Zeta (mV+SS) EE (%=SS)
(nm=£SS)
DF26-1 87,20+0,01 0,22+0,02 -17,0+0,02 93,84+0,02
DF26-2 88,39+0,32 0,22+0,03 -17,4+0,02 92,45+0,20
DF26-3 88,24+0,25 0,23+0,01 -17,4+0,36 93,26+0,12
Ortalama (Ort£SS) 87,89+0,75 0,22+0,01 -17,3+0,23 93,18+0,69
Size Distribution by Number
3'] ................. .................. . ................. .................
o)
@
B R T I . 1 T T R
<
£
ER 1L R A
=
=
1000 10000

Record 633: DF25-1

Record 634: DF25-2

Record 635: DF256-3

Sekil 3.29. DF26 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik.
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Zeta Potential Distribution
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0
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200

Record 838: DF26-1

Record 635: DF26-2

Record 640: DF28-3

Sekil 3.30. DF26 kodlu formiiliin zeta potansiyeli dagilimina ait grafik.
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Cizelge 3.28. Humanin SLN formiilasyonlarinin tekrarlanabilirligi (n=3).

Formiil Kodu Partikiil Boyutu PDI (Ort£SS) Zeta (mV£SS) EE (%=+SS)
(nm=£SS)
104,9+0,45 0,29+0,36 -15,0+0,11 98,99+0,22
HF9-1
104,2+0,24 0,28+0,75 -15,7+0,02 99,23+0,01
HF9-2
104,2+0,18 0,29+0,33 -15,5+0,13 99,01+0,01
HF9-3
Ortalama 104,4+0,40 0,29+0,01 -15,4+0,36 99,07+0,13
(Ort£SS)
Size Distribution by Number
3']. .................. .................. e e e e e e e e . ................. .................
% : : : : :
E 2'] e .................. PR . e e e e e e ._ ................. . .................
g : : : : ;
E 1“ 4 .................. ................ ................. .................
3 : : : : :
0 ' ' .
oA 1 1000 10000

Size (d.nm}

Record 641: HF9-1

Record 642 HF9-2

Record 643 HF9-3

Sekil 3.31. HF9 kodlu formiiliin partikiil boyutu ve dagilimina ait grafik.
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Record 644: HF3-1

Record 645 HF3-2

Record 648: HF9-3

Sekil 3.32. HF9 kodlu formiiliin zeta potansiyeli dagilimina ait grafik.
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3.6.  Secilen Optimum Formiilasyonlarin Apo-E ile Yiizey Modifikasyonlarinin

Yapilmasinin Ardindan Apo-E Baglanma Etkinligi

Secilen optimum Donepezil HCl ve Humanin yiiklii formiilasyonlar Boliim
2.7.de belirtilen sekilde Apo-E ile modifiye edilmistir ve bu modifikasyonun sonunda
Boliim 2.7.1°de belirtilen sekilde Apo-E’nin partikiil yilizeyine baglanip baglanmadigi

kontrol edilmistir.

Pozitif kontrol olarak biyotinlenmis floresin ¢ozeltisi ve negatif kontrol olarak
da DSPE-PEG(2000)-Amin-Avidin kullanilarak tiretilmis; ancak Apo-E ile modifiye
edilmemis Humanin yiiklii SLN kullanilmistir. Floresan yogunluklarina bakildiginda,
Apo-E bagli SLN’de dolu avidin gruplarindan dolay1 biyotinlenmis floresin bu
gruplara baglanamamis ve bu da floresan yogunlugu artirmistir. Kontrole gore

yaklagik 3 kat floresan yogunlugu Sekil 3.33’de agik¢a goriilmektedir.

Biyotinlenmis floresin ile bir seri ¢ozelti hazirlanmig (200-100-50-25-12,5-
6,25-3,12-1,56 pg/mL), bu 6rneklerin floresan yogunluklar1 okunarak bir kalibrasyon
denklemi olusturulmustur (y=0,0011x-12,221; r?=0,9939). Buradan hareketle
baglanmamis floresin miktar1 bulunmus ve buradan hareketle Apo-E Hum SLN’e

baglanan Apo-E miktar1 hesaplanmistir.

%98,88 Apo-E’nin partikiile baglandigi bulunmustur.
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Sekil 3.33. Modifiye edilmis formiilde Apo-E'nin varligin1 dogrulamak i¢in biyotinlenmis
floresin kullanilarak yapilan florometrik test.

3.7.  Secilen Optimum Formiilasyonlarin  Transferrin ile Yiizey

Modifikasyonlarinin Yapilmasinin Ardindan Tf Baglanma Etkinligi

Secilen optimum Donepezil HCl ve Humanin yiikli formiilasyonlar Boliim
2.8.’de belirtilen sekilde Tf ile modifiye edilmistir ve bu modifikasyonun sonunda
Bolim 2.8.1°de belirtilen sekilde Tf'nin partikiil yiizeyine baglanip baglanmadig:

kontrol edilmistir.

BCA miktar tayini yontemi kullanmilmistir. Oncelikle Reajan karisimi eklenen
BSA ¢ozeltisi ile bir kalibrasyon serisi olusturulmustur (50-25-12,5-6,25-,3,12-1,56
ppm). Buradan 562 nm’de absorbans okunarak kalibrasyon denklemi elde edilmistir.
BSA’ya ait kalibrasyon dogrusu Sekil 3.34’de gosterilmektedir. Yine reajan eklenen
Tf bagli SLN’nin ayn1 dalga boyunda absorbans1 okunmus ve absorbans kalibrasyon
denkleminde yerine konarak SLN’ye baglanan Tf miktar1 bulunmustur (Cizelge 3.29).

Yapilan bu hesaplama ile Tf'nin %90,60 oraninda SLN yiizeyine baglandigi

belirlenmistir.
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Sekil 3.34. BCA yontemi kullanilarak yapilan miktar tayininde BSA’ya ait kalibrasyon
dogrusu.

Cizelge 3.29. SLN yiizeyine baglanan Tf miktart.

Tf miktar1 (ng/mL) % Baglanan Tf

135,9 90,60

3.8. Yiizey Modifikasyonlar1  Yapilan SLN’lere iliskin  Yapilan

Karakterizasyon Calismalarina Ait Bulgular

Partikiillerin Apo-E ve Tfile ylizey modifikasyonlar1 yapildiktan sonra partikiil
blytikliigi ve dagilimi, zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi ve salim profilleri
incelenmistir. Karakterizasyon calismalarindan elde edilen bulgular Cizelge 3.30°da,

salim profili ise Sekil 3.35 ve 3.36°da verilmektedir.

Cizelge 3.30. Yiizey modifikasyonu yapilmis SLN’lere ait bulgular.

Parametre Apo-E Don SLN Apo-E Hum SLN Tf Don SLN Tf Hum SLN
Partikiil biiyiikliigii
(nm=SS) 119,9+1,7 124,9+4.95 89,25+2.02 117,4+1,16
PDI (OrtSS) 0,25+0,01 0,43+0,02 0,353+0,03 0,391+0,03
Zeta Potansiyeli
(mV<£SS) -23,8+0,96 -20,3+0,64 -17,4+1,75 -9,10+0,39
Enkapsiilasyon
Etkinligi (%=SS) 98,12+0,02 99,99:0,00 92,48+0,01 99,97+0,00
Etken Madde I¢erigi
(%+SS) 3,69+0,01 0,39+0,00 3,4040,01 0,38+0,00
24 saat sonunda aciga
cikan miktar (%) %48,15 %86,08 %25,29 %72,43
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Sekil 3.35. DF26 kodlu Donepezil HCI yiiklii formiilden hareketle modifiye edilerek
hedeflendirilen formiilasyonlara ait salim grafigi.
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Sekil 3.36. HF9 kodlu Humanin yiiklii formiilden hareketle modifiye edilerek hedeflendirilen
formiilasyonlara ait salim grafigi.
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3.9. Hazirlanan Humanin Yiikli Formiilasyonlarda Humanin’in Yapisal

Biitiinliik Kontrolii

Humanin ile hazirlanan formiilasyonlarda, humanin peptit yapisinin islem
basamaklarindan etkilenip etkilenmediginin kontrolii amaciyla HF-9, Apo-E Hum
SLN ve Tf Hum SLN formiilasyonlarinin salim deneyleri sirasinda elde edilen
orneklerine Native-PAGE analizi ve CD analizi uygulanmistir. Elde edilen bulgular
Sekil 3.37 ve Sekil 3.38’de sunulmaktadir. Analizler i¢in 24. saate ait salim numuneleri

kullanilmustir.

e maea ? W~

Wavelength [nm]

€D [mdeg] °[

Wavelength [nm]

CD [mdeg] °[”

Wavelength [nm]

Sekil 3.37. a)HF-9 formiiliine ait CD spektrumu; b) Apo-E Hum SLN’e ait CD spektrumu;
¢)Tf Hum SLN’e ait CD spektrumu.
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Sekil 3.38. Native-PAGE analizi; sirasiyla Humanin ¢6zetisi (kirmizi), Tf Hum SLN (mavi),
Apo-E Hum SLN (turuncu) ve HF-9 (beyaz).

CD analizi sonucunda elde edilen spektrumlar incelendiginde minimum pikin
208 nm ve 220 nm’de oldugu goriilmiistiir. Bu sonu¢ Humanin CD spektrumu ile

karsilastirildiginda benzerdir (Sekil 3.7).

Native-PAGE ¢alismasinda konsantrasyonun g¢ok diisiik olmasindan dolay1
bantlar belirgin sekilde olusmamistir; ancak Humanin c¢ozeltisi bantiyla
karsilastirildiginda  formiilasyonlarin  benzer  bir  siiriklenme  gosterdigi

gortilebilmektedir.

3.10. Nanopartikiillerde Etken Madde-Lipit Etkilesimi Tayini

3.10.1. FTIR Spektrumlari

Kat1 lipit nanopartikiillerde etken madde-yag etkilesimini incelemek igin
Boliim 2.10°da anlatilan yontemle FTIR analizi yapilmistir. Lipit (Dynasan 116) ve
hazirlanan bos SLN, etken madde yikli hedefli ve hedefli olmayan SLN

formiilasyonlarina ait FTIR spektrumlar: Sekil 3.39°da verilmistir.
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Sekil 3.39. a) Dynasan 116 b) Bos SLN ¢) DF26 d) Apo-E Don-SLN e) Tf Don SLN f) HF9
g) Apo-E Hum SLN h) Tf Hum SLN formiillerine ait FTIR spektrumlari.
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Sekil 3.40. Devam. a) Dynasan 116 b) Bos SLN ¢) DF26 d) Apo-E Don-SLN e) Tf Don SLN
f) HF9 g) Apo-E Hum SLN h) Tf Hum SLN formiillerine ait FTIR spektrumlari.
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Sekil 3.41. Devam. a) Dynasan 116 b) Bos SLN c) DF26 d) Apo-E Don-SLN e) Tf Don SLN
f) HF9 g) Apo-E Hum SLN h) Tf Hum SLN formiillerine ait FTIR spektrumlart.

3.10.2. DSC Termogramlari

Nanopartikiillerde etken madde-lipit etkilesimini incelemek igin Boliim
2.11°de anlatilan yontemle DSC analizi yapilmistir. Lipit (Dynasan 116) ve hazirlanan
hedefli ve hedefli olmayan SLN formiilasyonlarina ait DSC termogramlar1 Donepezil

HCI yiikli formiilasyonlar i¢cin Sekil 3.40°da, Humanin yiiklii formiilasyonlar i¢in

Sekil 3.41°de verilmistir.
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Sekil 3.42. Donepezil HCl ile hazirlanan formiillere ait DSC termogramlari (a: Donepezil HCI;
b: Bos SLN; c: DF26; d: Apo-E Don SLN; e: Tf Don SLN; f: Lipit ve Donepezil HCI fiziksel
karigimi; g: Lipit-Dynasan 116).

DSC
mw a
N
L b ﬁ‘
10.00- N
I K 62.15¢ . —
) fores -
AN \isa.asc
0.00-
I - ™les.asc B
-10.00-
100.00 150.00 200.00

Temp [C]

Sekil 3.43. Humanin ile hazirlanan formiillere ait DSC termogramlari (a: Humanin; b: Bos
SLN; c¢: HF9; d: Apo-E Hum SLN; e: Tf Hum SLN; f: Lipit ve Humanin fiziksel karigimi; g:
Lipit-Dynasan 116).
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3.11. Nanopartikiillerin Goriintiilenmesi

Hazirlanan nanopartikiillerin goriintiileri TEM analizi ile yapilmistir. Sekil

3.42’de goriintiiler verilmistir.

Sekil 3.44. Hazirlanan SLN formiilasyonlarina ait TEM goriintiileri.
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3.12. Stabilite Calismalari

3.12.1. +4°C’de Gerceklestirilen Stabilite Calismalar:

+4°C’de gerceklestirilen stabilite calismalarina ait baslangi¢ ve 3. ay bulgulari
Cizelge 3.31°de ve Sekil 3.43’de verilmektedir.

Cizelge 3.31. +4°C’de gergeklestirilen stabilite ¢alismalarina ait bulgular (n=3).

Formiil Partikiil Partikiil PDI PDI Zeta Zeta
bityiikliigii bityiikliigii | (Ort£SS) (Ort£SS) Potansiyeli Potansiyeli
(nm=£SS) (nm=£SS) (baslangic) (3. ay) (mV=+SS) (mV=+£SS)
(baslangic) (3. ay) (baslangic) (3.ay)
DF26 87.2+0,11 87,41+1,08 | 0,22+0,02 | 0,294001 | -17,0£0,12 -20,3+1,56
HF-9 104,9+0,92 113,240,62 | 0,29+0,01 | 0,394+0,01 -15,0+096 -14,1+0,79
Apo-E Don 119,9+1,7 148,1+£3,28 | 0,25+0,01 | 0,29+0,03 -23,8+0,96 -13,6+0,95
SLN
Apo-E Hum 124,9+4.95 148,7+1,02 | 0,43+0,02 | 0,38+0,04 -20,3+0,64 -11,7+0,66
SLN
Tf Don SLN 89,25+2,02 92,56+1,47 | 0,35+0,03 | 0,36+0,01 -17,4+1,75 -23,6+1,27
Tf Hum 117,4+1,16 | 116,20,18 | 0,39+0,03 | 0,43+0,01 | -9,10+£0,39 15,740,221
SLN
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Sekil 3.45.

(n=3 ve *p< 0,05).

3.12.2. 25°C’de Gergeklestirilen Stabilite Calismalari

PB-Baslangig

PB-3. ay

PDI-Baslangig

PDI-3. ay

Zeta Potansiyeli Baslangi¢

Zeta Potansiyeli 3. ay

+4°C’de gergeklestirilen stabilite ¢alismalarina ait bulgularin grafiksel gosterimi

25°C’de gergeklestirilen stabilite calismalarina ait baslangic ve 3. ay bulgulari
Cizelge 3.32°de ve Sekil 3.44’de verilmektedir.

Cizelge 3.32. 25°C’de gergeklestirilen stabilite ¢alismalarina ait bulgular (n=3).

Formiil Partikiil Partikiil PDI PDI Zeta Zeta
biiyiikligii bityiikliigii (Ort+£SS) (Ort+£SS) Potansiyeli Potansiyeli
(nm=SS) (mm=+SS) (3. | (baslangic) (3. ay) (mV4SS) (mV4SS)

(baslangic) ay) (baslangic) (3. ay)

DF26 87,2+0,11 86,45+1,59 | 0,22+0,02 | 0,27+0,01 -17,0£0,12 -26,7+1,88

HF-9 104,9+0,92 103,8+3,68 0,29+0,01 0,42+0,02 -15,0+£096 -22,8+0,81

Apo-E Don 119,9+1,7 129,6+0,03 0,25+0,01 0,35+0,01 -23,8+0,96 -20,5+0,54

SLN

Apo-E Hum |  124,9+4.95 136,8+0,64 | 0,43£0,02 | 0,41+0,01 -20,3+0,64 -17,4+0,45

SLN

Tf Don SLN 89,254+2,02 95,45+0,47 0,35+0,03 0,27+0,03 -17,4+1,75 -22,3+1,25

Tf Hum

SLN 1174+1,16 | 114,63£2,40 | 0,39+0,03 | 0,32+0,03 | -9,10+0,39 -23,940,35
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Sekil 3.46. 25°C’de gergeklestirilen stabilite calismalarina ait bulgularin grafiksel gosterimi
(n=3 ve *p< 0,05).

3.12.3. Kolloidal Stabilite Calismalar:

Kolloidal stabilite ¢alismalari %10 FBS ig¢eren pH 7,4 fosfat-salin tamponu
icerisinde 37°C’de 24 saat ve +4°C’de 1 ay siire ile gergeklestirilmistir. 37°C’de 24
saat slireyle gerceklestirilen ¢alismalara ait bulgular Cizelge 3.33’de ve Sekil 3.45°de,
+4°C’de 1 ay siireyle gerceklestirilen ¢aligmalara ait bulgular Cizelge 3.34’de ve Sekil
3.46’da yer almaktadr.

144



Cizelge 3.33. 37°C’de 24 saat siireyle gerceklestirilen kolloidal

bulgular (n=3).

stabilite ¢aligmalarina ait

Formiil Partikiil Partikiil PDI PDI Zeta Zeta
biiyiikligii biiyiikligii (Ort+£SS) (Ort+£SS) Potansiyeli Potansiyeli
(nm=SS) (nm=SS) (baslangic) | (24. Saat) (mV4SS) (mV=+SS)
(baslangic) (24. Saat) (baslangic) (24. Saat)
DF26 91,82+0,02 90,86+0,64 | 0029+0,01 | 0,28+0,02 -2,384+0,92 -8,78+0,99
HF-9 110,40+0,92 124,4+1,31 0,48+0,03 0,48+0,01 -2,8440,81 -3,91+0,66
Apo-E Don 92,82+2 .24 182,5+14,58 | 0,38+0,04 0,47+0,08 4,36+0,73 -6,87+0,33
SLN
Apo-E 120,7042,27 | 181,4+12,05 | 0,46£0,01 | 0,58+0,17 -3,04+0,77 -13,2+0,85
Hum SLN
Tf Don 95,03+1,6 198,8+7,92 0,29+0,04 | 0,38+0,088 -4,20+1,02 -5,43+0,36
SLN
Tf Hum 116,50+2,29 140,4+4,79 0,29+0,01 0,47+0,08 -5,47+0,19 -5,50+0,43
SLN
37°C-24 saat
2501
_ — HF-9
E 200- — TfHum SLN
2 150 — Apo-E Hum SLN
: —
2 — DF26
3 =
- 100" Apo-E Don SLN
4
T — TfDon SLN
© 50
o
0 L) T T L] L) T T T L] I T L) L] L] L) T T L] T I T L] L) L) 1
0 10 20

Zaman (saat)

Sekil 3.47. 37°C’de 24 saat siireyle gergeklestirilen kolloidal stabilite ¢alismalarinda saatlere
gore partikiil boyutu degisimi.
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Cizelge 3.34. +4°C’de 1 ay siireyle gergeklestirilen kolloidal stabilite ¢aligmalarina ait
bulgular (n=3).

Formiil Partikiil Partikiil PDI PDI Zeta Zeta
biiyiikliigii biiyiikliigii (Ort£SS) (Ort£SS) Potansiyeli Potansiyeli
(nm=SS) (mm=SS) (1 | (baslangic) (1 ay) (mV4SS) (mV4SS)
(baslangic) ay) (baslangic) (1ay)
DF26 93,85+2,02 93,41+0,97 0,32+0,04 0,29+0,04 -2,58+0,22 -4,52+0,28
HF-9 110,40+0,92 108,40+5,40 0,48+0,03 0,39+0,06 -2,84+0,81 -3,10+0,69
Apo-E Don 92,82+2.24 89,65+3,19 0,38+0,04 0,42+0,01 -4,36+0,73 -8,43+0,72
SLN
Apo-E Hum 120,70+2,27 124,60+3,60 | 0,46+0,01 0,55+0,04 -3,04+0,77 -5,86+0,91
SLN
TfDon SLN 94,86+1,40 116,70+2,12 0,44+0,01 0,54+0,05 -1,85+0,50 -7,31+1,86
Tf Hum 116,50+2,29 114,20+4,69 0,29+0,01 0,40+0,05 -5,47+0,19 -6,45+0,63
SLN
+4°C-1 ay
130
= 4 — HF-9
E 1204 — TfHum SLN
=] 110 T % — Apo-E Hum SLN
S
3 | — DF26
Ko}
= 1001 Apo-E Don SLN
X 3
€ o T — TfDon SLN
H =
o 1
80 T L] T L] L) L) T L] T I L] L) L] L) T T L] L] L] l L) 1
0.0 0.5 1.0
Zaman (ay)

Sekil 3.48. +4°C’de 1 ay siireyle gerceklestirilen kolloidal stabilite ¢alismalarinda zamana
gore partikiil boyutu degisimi.
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3.13. Hiicre Kiiltiirii Calismalarina Dair Bulgular

3.13.1. Sitotoksisite Calismalari

3.13.1.1. MTT Cahsmalarina Dair Bulgular

Yapilacak diger calismalar i¢in partikiillerin hiicreler i¢in giivenli olan dozu
belirlemek adina sitotoksisite ¢aligmalar1 yiritilmistir. SLN’ler belirtilen
konsantrasyonlarda RBEC, hCMEC/D3 ve SH-SY5Y hiicrelerine uygulanmistir ve 2
saat boyunca inkiibasyon saglanmistir. Hiicre canlilig1 (%kontrol) ile ilgili elde edilen
bulgular RBEC hiicreleri i¢in Sekil 3.47, hCMEC/D3 hiicreleri igin Sekil 3.48 ve SH-
SY5Y hiicreleri i¢in ise Sekil 3.49’da verilmektedir.
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] ] T
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Sekil 3.49. RBEC hiicrelerinde 2 saat inkiibasyondan sonra MTT verileri (n=6 ve p>0,05).
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Sekil 3.50. hCMEC/D3 hiicrelerinde 2 saat inkiibasyondan sonra MTT verileri (n=6 ve

p>0,05).
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Sekil 3.51. SH-SYS5Y hiicrelerinde 2 saat inkiibasyondan sonra MTT verileri (n=6 ve p>0,05).
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3.13.1.2. Empedans Ol¢iimii Cahsmalarina Dair Bulgular

RBEC ve hCMEC/D3 hiicrelerinde yapilan empedans oOl¢iimlerine dair
bulgular Sekil 3.50 ve 3.51’de verilmektedir. Uygulama 1 ve 10 ug/mL dozlarda
yapilmistir ve hiicreler 24 saat gézlenmistir. Uygulanan dozlarda toksik bir etki

goriilmemistir.
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Sekil 3.52. RBEC hiicrelerinde 24 saatlik empedans 6l¢iimii sonuglari (**** p <0,0001 kontrol
grubu ile karsilastirma; n = 6-8. C: Kontrol grubu; Don:DF26; Hum: HF9; 1 ve 10: 1 ve 10
ug/mL ; TX: Triton X-100 uygulanan hiicreler).
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Sekil 3.53. hCMEC/D3 hiicrelerinde 24 saatlik empedans 6l¢iimii sonuglart (**** p <0,0001
kontrol grubu ile karsilastirma; n = 6-8. C: Kontrol grubu; Don:DF26; Hum: HF9; 1 ve 10: 1
ve 10 pg/mL ; TX: Triton X-100 uygulanan hiicreler).
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3.13.2. Hiicresel Alim Calismalari

Hiicresel alim calismalar1 hedeflendirilmemis SLN’ler (DF26 ve HF9) ve
Apo-E ile hedeflendirilmis SLN’ler ile yiiriitiilmiistiir. Bu testler sirasinda RBEC,
hCMEC/D3 ve SH-SY5Y hiicreleri kullanilmistir. 2 saatlik inkiibasyonun ardindan
elde edilen sonuglar Sekil 3.52, Sekil 3.53 ve Sekil 3.54’de verilmektedir.

4]
]

1 Hedeflendirilmemis SLN
Bl Apo-E ile hedeflendirilmig

ns
[ ] I_Ii

Humanin SLMN Donepexzil SLN

'Y

L)

==

Hiicre igine alinan RhoB
Lo III.I‘:Ilu il

miktan (%)

o

Sekil 3.54. RhoB ile etiketlenmis hedefli ve hedefsiz Donepezil HCl ve Humanin yiiklii
SLN’lerde 2 saatlik inkiibasyon sonras1t RBEC hiicreleri tarafindan alinma miktar1 (n=6 ve
***p< 0,001; ns: not significant-anlamli fark yoktur).

1 Hedeflendirilmemis SLN
4- B9 Apo-E ile hedeflendirilmis

ns

[~ ]
| -

Hiicre icine alinan RhoB
rs e

miktar (%)

Humanin SLN Donepezil SLN

Sekil 3.55. RhoB ile etiketlenmis hedefli ve hedefsiz Donepezil HCl ve Humanin yiiklii
SLN’lerde 2 saatlik inkiibasyon sonrast hCMEC/D3 hiicreleri tarafindan alinma miktar1 (n=6
ve ***p < 0,001; ns: not significant-anlamli fark yoktur).
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Sekil 3.56. RhoB ile etiketlenmis hedefli ve hedefsiz Donepezil HCl ve Humanin yiikli
SLN’lerde 2 saatlik inkiibasyon sonrast SH-SYS5Y hiicreleri tarafindan alinma miktar1 (n=6 ve
*p<0,5,***p<0,001).

3.13.3. In Vitro Kan Beyin Engeli Modelinde Gecis Calismalari

SLN’lerin 10 pg/mL konsantrasyonda uygulanip 2 saat inkiibe edildikten sonra
KBE modelinde elde edilen etken madde gecisine dair sonuglar Sekil 3.55’de

verilmistir.
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Sekil 3.57. Hedefli ve hedeflendirilmemis SLN’lerin (10 pg/mL) 2 saatlik inkiibasyon sonrasi
KBE’den penetrasyonu (n=4 ve ***p < 0,001; ns: not significant-anlaml fark yoktur).
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3.14. 1in Vivo Calismalara Dair Bulgular

3.14.1. Sitotoksisite Calismalarina Ait Bulgular

In vitro deneylerde hazirlanan formiilasyonlarin zebra baligi embriyolarinda
neden oldugu toksisiteyi ve uygun konsantrasyonu belirlemek i¢in sitotoksisite
caligmalar1 yiriitiilen ¢aligmalarda 18, 50, 180 ve 500 nmol konsantrasyonlarda
uygulanan Rhodamin B ile boyanmis formiilasyonlardan elde edilen sonuglar Sekil
3.56°da gosterilmistir. Embriyolarda toksik olmayan konsantrasyon miktar1 100 nmol

olarak belirlenmistir.

RhoB SLN

Apo-E RhoB SLN

TfRhoB SLN

50 nmol 100 nmol 200 nmol 400 nmol

Sekil 3.58. Embriyolarda yapilan sitotoksisite ¢aligmalari.

3.14.2. Beyine Geg¢is Calismalarina Ait Bulgular

Zebra baliklari ile yiiriitiilen in vivo ¢alismalarda baliklara sirastyla Rhodamin
B yiiklii hedeflendirilmemis SLN (RhoB SLN), Rhodamin B yiiklii Apo-E ile hedefli
SLN (Apo-E RhoB SLN) ve Rhodamin B yiiklii Tf ile hedefli (Tf RhoB SLN)

uygulanmistir ve elde edilen goriintiiler Sekil 3.57°de verilmistir.
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Bu goriintiilerin  ¢ekimi sirasinda Olgiilen floresan yogunluklar1 grafige
gecirilmis ve Sekil 3.58’deki grafikler elde edilmistir. Belirtilen formiilasyonlar
uygulandiktan sonra Sekil 3.57°de elde edilen goriintiilerdeki kutucukla gosterilen
alanlarin floresan yogunluk 6l¢iimii “Image)” programi kullanilarak hesaplanmustir.
Bu grafiklere gore hedeflendirilmis ve hedeflendirilmemis formiillerin beyine gegis
karsilastirmasi yapildiginda, hedefli formiillerin floresan yogunlugunun daha fazla
oldugu goriilmektedir. Bunlarin arasinda da Tf ile modifiye edilen formiilasyonun

daha fazla beyne gectigi agikca goriilmektedir.
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Sekil 3.59. SLN’lerin zebra baliklarina uygulanmasinin ardindan elde edilen goriintiiler a)
RhoB SLN b) Apo-E RhoB SLN c) Tf RhoB SLN.
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4. TARTISMA

4.1. Etken Maddelerin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerine incelemeler

4.1.1. Humanin ve Donepezil HCL’in FTIR Spektrumu

Calismamizda etken madde olarak AH ’nin giiniimiizde tedavisinde kullanilan
Donepezil HCI ve AH’de etkinligi kanitlanmis bir ndroprotektif peptit olan Humanin

kullanilmistir. FTIR spektroskopisi ile bu etken maddelerin tanimlamasi yapilmistir.

Donepezil HCI’in FTIR analizi sonucu elde edilen spektrum Sekil 3.1°de
goriilmektedir. Donepezil HCI FTIR spektrumunda 3583, 3004, 2942, 1681 ve 1589
cm™ civarlarinda gériilen pikler donepezil HCI’e ait karakteristik fonksiyonel grup
pikleridir ve literatiirle uyumludur (Chuong ve ark., 2018; Md ve ark., 2014).
Calismamizda elde ettigimiz Donepezil HCI’e ait FTIR spektrumunda literatiir ile
uyumlu olarak 3583 cm civari su hidrasyonu, 3004 cm civarinda aromatik CH grubu
gerilim vibrasyonu kaynakl1 pik, 2942 cm™ civan alifatik CH; piki, 1681 cm™ civar
karbonil grubu (C=0), 1589 cm™ civar1 aromatik C=C grubu gerilim vibrasyonu

goriilmektedir.

Humanin’e ait FTIR spektrumu Sekil 3.2°de goriilmektedir. FTIR
spektroskopisi CD ve NMR gibi yontemler kadar ayrintili olmasa da proteinlerin
sekonder yapist ile ilgili fikir vermektedir ve sekonder yapi analizi igin
kullanilmaktadir (Bunaciu ve ark., 2014). Proteinlerin sekonder yapi1 analizinde amit |
ve amit Il bantlari genellikle kullanilmaktadir. Bunlar, amino asitleri birbirine
baglayan amit baglarindan kaynaklanir. Amit I bandx ile iliskili absorpsiyon, amidin C
= O bagimin gerilme titresimlerine yol agar, amit II bandu ile iliskili absorpsiyon, esas
olarak N-H baginin biikiilme titresimlerine yol agar. Hem C = O, hem de N-H baglari,
ikincil yapmin farkli elemanlar1 arasinda ger¢eklesen hidrojen bagina dahil

oldugundan, hem amit | hem de amit II bantlarinin konumlar1 bir proteinin ikincil yap1
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icerigine duyarhidir (Gallagher, 2009). 1600-1700 cm™ civarinda absorbans veren amit
I vibrasyonu esas olarak C=0 gerilim vibrasyonundan kaynaklanmaktadir (Barth,
2007). Humanin FTIR spektrumuna bakildiginda, 1625 cm™*’de amit I bolgesine ait
karakteristik pikin yer almasi a-heliks yapisina sahip oldugunu ve sekonder yapisini
korudugunu gostermektedir. 3278 cm™’de yer alan pik N-H gerilim vibrasyonu
nedeniyle olusan pikdir (Kong ve Yu, 2007), 1522 cm™°de yer alan pik ise amit 11
bolgesine ait bir piktir (Bunaciu ve ark., 2014).

4.1.2. Humanin ve Donepezil HCL’in DSC Analizi

Donepezil HCI’in DSC termograminda 218,88 °C’de Sekil 3.3’de goriilen
endotermik pik maddenin erime noktasini ifade etmekte olup, bu deger literatiir

verileriyle benzerdir (Chuong ve ark., 2018; Guo ve ark., 2015).

Benzer sekilde Humanin i¢in Sekil 3.4°de goriilen DSC termograminda 166,89
°C’de goriilen endotermik pik maddenin erime noktasini ifade etmekte oldugu

distiniilmektedir.

4.1.3. Donepezil HCL’in UV Spektrumu

UV analizi sonucunda Donepezil HCL ile hazirlanacak olan formiillerden
etken madde ¢ikis1 incelemeleri igin kullanilan pH 7,4 fosfat-salin tamponu ve miktar
tayininin saptanabilmesi igin kullanilan distile su ortami iginde 270 nm olarak saptanan
A max degerinin literatiir verileriyle uyumlu oldugu goriilmistiir (Kafkala ve ark.,
2008; Liew ve ark.,, 2012; Yasir ve Sara, 2014). Literatiirde benzer sekilde
arastirmacilarin Donepezil HCl ile calisirken 270 nm dalga boyunda analiz yaptiklar

bulunmustur.
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4.1.4. Miktar Tayininin ve Yontemin Validasyonunun Degerlendirilmesi

4.1.4.1. Humanin I¢in Miktar Tayininin Degerlendirilmesi

Humanin i¢in floresan spektrometrisi ile yapilan miktar tayinine ait yardimci
¢ozelti kullanilarak hazirlanan distile su ve pH 7,4 fosfat-salin tamponundaki
cozeltilerinden elde edilen kalibrasyon dogrularina ait r? degerlerinin 1’e yakin ve
standart hata degerlerinin diisik olmasi, okunan absorbanslardan bulunan

konsantrasyon degerlerinin giivenilir sonuglar olacagini gostermistir.

Cogu arastirmact kolay ve ucuz bir yontem olmasi nedeniyle floresan
spektrometrisi ile 6lgiimlerde kalibrasyon dogrulari kullanarak analit konsantrasyonu
ile floresan yogunlugunu iliskilendirmislerdir (DeRose, 2008). Olgiimler her seferinde
Humanin’in ¢o6zeltisinin belirli konsantrasyondaki bir seri ¢ozeltisi hazirlanarak
gerceklestirilmistir. Once konsantrasyonu belli Humanin ¢ozeltilerinin floresanlart
cihazda okunmus, daha sonra miktar tayini i¢cin numunenin floresani dl¢iilmiistiir. Her
seferinde yeniden kalibrasyon denklemi olusturulup buna gbére miktar tayini
yapilmistir. Dolayisiyla Humanin’e ait analitik yonteme dair bir validasyon yapmak
yerine her 6l¢lim i¢in ayrica kalibrasyon serisi hazirlanmasi ve bu optimize edilmis
olan dogrusal ¢alisma araliginda 6l¢iim yapilmasi nedeniyle validasyon yapma geregi
ortadan kaldirlmistir. Ayrica her 6l¢iimde kullanilan floresan mikroplaklarindan
kaynaklanacak farkliliklarin olusturacagi degiskenlerde, her 6l¢iimde, o mikroplakada
yapilan kalibrasyon serisinin olusturulmasi ile ortadan kaldirilmistir. Bunun yaninda
her 6l¢iimde mikroplakdaki en diisiik floresan yogunlugu veren kuyucuga gore cihaz
kendini ayarlamaktadir ve bu deger degistiginde cihazin 6rnek i¢in verdigi floresan
verisi degigsmektedir. Her seferinde kalibrasyon yapilarak cihazin bu 6zelliginden

dolay1 olusabilecek bir hatay1 ortadan kaldirmak amaglanmastir.
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4.1.4.2.Donepezil HCI’in HPLC Yoéntemi ile Miktar Tayininin ve Yontemin

Validasyonunun Degerlendirilmesi

Donepezil HCI’in UV absorbansi 270 nm olarak bulunduktan sonra etken
maddenin distile su pH 7,4 fosfat-salin tamponundan elde edilen kalibrasyon
dogrularimin r? degerlerinin 1’e yakin ve bunun yani sira standart hata degerlerinin
diisiik olmasi, okunan absorbanslardan bulunan konsantrasyon verilerinin giivenilir

sonuglar olacagint gostermistir.

Donepezil HCI’in kalibrasyonun validasyonu amaci ile HPLC analizi sonucu
elde edilen degerler sonucunda dogruluk, kesinlik (tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik)
teshis siniri, tayin siniri, dogrusallik ve secicilik parametreleri incelenmistir. Analitik
yonteminin validasyonuna iliskin olarak incelenen parametrelerden, dogrusallik ve
aralig1 deneyi sonucunda her bir ortam igin elde edilen dogrulara ait r?> degerlerinin
yiiksek ve regresyondan sapma standart hatasinin diisiik olmasi, elde edilen verilerin

giivenilirligini gostermektedir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8 ve 3.9’da yer alan dogruluk ve tekrarlanabilirlik
ve ara kesinlik gibi kesinlik parametreleri sonucunda elde edilen verilere ait bagil
sapma degerlerinin %2 ’nin altinda olmasi, kalibrasyon denkleminin dogru ve kesin

sonuglar verdigini géstemistir.

Donepezil HCI’in distile su ve pH 7,4 fosfat-salin tamponundaki miktar tayini
yontemi igin belirlenen teshis ve tayin smirlart (Cizelge 3.10) dogrusallik araligini
olusturan alt sinirin asagisinda yer almaktadir. Bu durum etken maddenin tayin
edilebildigi smirlar igerisinde ¢alistigimizi kanitlamaktadir. HPLC analizi sonucunda
etken madde ile girisim yapmamasi yontemin etken maddemiz i¢in segici oldugunu

dogrulamistir.
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4.2. SLN Formiilasyonlarinin Hazirlanmas1 ve Karakterizasyonuna Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

SLN formiilasyonlarmin hazirlanmasinda homojenizasyon/ultrasonikasyon
yontemi kullanilmistir. Bu yontem SLN hazirlanmasinda siklikla kullanilan bir iiretim
metodudur (Duong ve ark., 2020). Hazirlanacak olan kat1 lipit nanopartikiillerde hedef
tiriine ulasabilmek icin oOncelikle Cizele 2.3’de bulunan kritik parametreler
belirlenmistir ve bu parametreleri saglamaya yonelik formiilasyon calismalar
yapilmasi planlanmigtir. Kritik parametreler belirlenirken formiilasyon hedeflerimiz
gdz Oniinde bulundurulmustur. Uretilecek nanopartikiillerin beyine uygulanacag
dikkate alinarak belirli partikiil biiyiikliigline sahip nanopartikiillerin elde edilebilmesi
i¢in, kaynaklar uygun liretim yontemi agisindan taranmistir. Nanopartikiillerin tiretimi
icin Kiigiiktiirkmen ve Bozkir’in 2018’de yapmis oldugu ¢alisma esas alinarak, bu
yontem laboratuvar sartlarimiza gore modifiye edilmis ve

homojenizasyon/ultrasonikasyon yontemi kullanilmstir.

Etken maddelerin beyine gegisi i¢in SLN formiilasyonlarinin partikiil
boyutunun 200 nm’den kii¢iik olmasi, kan dolasiminda daha uzun siire kalmasi ve kan
beyin engeli ile temas siiresinin artmasi nedeniyle avantajli bulunmustur (Kaur ve ark.,
2008; Nguyen ve ark., 2017). Bu nedenle partikiil boyutunda amacimiz 200 nm ve alt1

olmustur.

Polidispersite indeksinin (PI) kiigiik olmasi, partikiillerin benzer boyutlara
sahip oldugunu ve sistemin bu agidan homojen oldugunu ifade etmektedir ve ¢cogu
arastirmact SLN’ler igin 0,3’ten kiigiik PDI degerlerini uygun kabul eder (Das ve
Chaudhury, 2011); buradan yola ¢ikarak SLN PDI degeri 0,3’ten kii¢iik tutulmaya

caligilmistir.

Genel olarak, + 30mV'den biiyiik zeta potansiyeline sahip partikiilleri daha
stabil oldugu bulunmustur (Jain ve Thareja, 2019). Zeta potansiyelinde bu degere
dikkat edilmistir.
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4.2.1. Donepezil HCI ile Hazirlanan SLN’lerde On Formiilasyon Calismalarinin

Degerlendirilmesi

SLN’lerin hazirlanmasinda oncelikle emiilsiyon olusumu dikkate alinmuistir.
Bu amagla farkli lipidler, farkli sulu ortamlar, degisik karistirma ve sonikasyon siireleri

ve etken maddenin degisik fazlara eklendigi formiilasyonlar denenmistir.

Farkli yaglar ile yapilan calismalarda imwitor K900 ile belirtilen tiim bu
parametrelerde emiilsiyon olugsmamaistir ve bu lipit 6n formiilasyon c¢alismalarinda bu

nedenle elenmistir.

Compritol, Dynasan 114, Dynasan 116 ve Precirol ile hazirlanan SLN’lerde
etken maddenin yag fazina ve su fazina ayri ayri katildigi formiilasyonlarda, Donepezil
HCl'in yag fazmma eklenerek formiilasyon hazirlanmasi ile belirgin sekilde
enkapsiilasyon etkinligini degismistir (p<0,05). 2018’de yapilan SLN
formiilasyonuna yonelik bir ¢alismada etken madde benzer sekilde yag fazina direk
eklenmis ve yliksek enkapsiilasyon sonuglarina ulasilmisdir (Doktorovova ve ark.,
2018). Benzer iiretim yonteminin kullanildigi ¢alismalarda etken maddenin direkt yag
fazinda disperse edilerek formiilasyonlarin hazirlanmasi literatiir taramasinda siklikla
karsilagilan bir durumdur (Chalikwar ve ark., 2012; Guo ve ark., 2018; Vakilinezhad
ve ark., 2018). Bu partikiillerin boyutlar1 ve dagilimlari ve zeta potansiyelleri
incelendiginde ¢ogunlukla kabul edilebilir ya da gelistirilebilir formiilasyonlar oldugu

diistinilmiistiir.

Yapilan literatiir taramasinda Donepezil HCI’in pH’ya bagl ¢oziiniirliik
durumu oldugu belirlenmistir (Daldal ve ark., 2017). Donepezil HCI zayif bir bazdir
ve yiksek pH’da serbest baz formu halini alir. Bu nedenle Donepezil sulu
¢ozeltilerinde pH’ nin diisiiriilmesi iyonize olan etken madde fraksiyonunun artmasina
neden olacagindan ¢oziinlirligli artiracaktir (Ruela ve ark., 2015). Cizelge 3.12
incelendiginde pH 9,0 baz tamponunda enkapsiilasyon etkinliginin diger ortamlara
gore bariz sekilde yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu da yukaridaki durumu

desteklemektedir. Baz ortamda Donepezil HCI’in ¢oziiniirliighi azalacagindan, SLN
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icine yiikledigimiz etken madde su fazina ge¢meyi tercih etmeyecektir ve partikiil
icinde kalmaya devam edecektir. Bu durum enkapsiilasyon etkinliginin artis1 ile
sonuglanir. Bu nedenle bundan sonraki formiilasyonlarda su fazi olarak pH 9,0

tamponu kullanilmistir.

Karigtirma siiresi ve sonikasyon siiresi partikiil boyutu ve dagilimina etki eden
onemli parametrelerdir. Bu nedenle degisik stireler kullanilarak denemeler yapilmistir.
Karistirma siiresinin diigmesiyle o6zellikle PDI’de anlamli sekilde bir disiis
goriilmistiir (p<0,05). Enkapsiilasyon etkinlikleri hala yiiksektir. Partikiil boyutlarinda
ise degisim gozlense de, bizim istedigimiz boyutta bir farklilik yaratmamistir. PDI’nin
0,3’ten diisiik olmasi istedigimiz bir durumdur (Das ve Chaudhury, 2011); bu nedenle

5 dk karistirma siiresi ile formiilasyonlara devam edilmistir.

2, 5 ve 10 dk’lik sonikasyon siireleri uygulanan formiiller incelendiginde ise
partikiil boyutlarindaki degisim belirgin sekilde Cizelge 3.13’ten goriilebilmektedir.
Sonikasyon sirasinda olusan enerji partikiil boyutunu kiictiltmektedir; ancak agiga
¢ikan 1s1 islem siiresi uzadikca artar ve SLN’lerde yagin sicakliktan dolay1 degisimine
neden olabilir; bu durum da partikiilde olumsuz degisime yol acabilir. Kiiclik
partikiiller birbirine yapisip daha biiyiik partikiillere doniisebilirler (Siddiqui ve ark.,
2013). Bu nedenle bu siirenin ayarlanmasi énemlidir. 2 dk’dan 5 dk’ya ve 10 dk’ya
stire uzatildiginda 6zellikle Dynsan 116 ile yapilan formiilasyonda belirgin sekilde
partikiil boyutunda diisiis gozlenmistir (p<0,05). Siddiqui ve ark. (2013), yaptiklari
benzer bir caligmada SLN iiretimi sirasinda sonikasyon siireleri 5-15 dk arasinda
uygulanmis ve slire uzadiginda partikiil boyutunun azaldigi edildigi tespit edilmistir.
Das ve ark. (2011) Precirol SLN’lerin hazirlanmasina iliskin yaptigi ¢alismada
sonikasyon siiresi 1 dk’dan 10 dk’ya uzadiginda partikiil biiyiikliigii sirastyla 322,9
nm’den 113,5 nm’ye, PDI ise 0,55’ten 0,18’e diismiistiir (Das ve ark., 2011).

Yapilan bu 6n formiilasyon calismalar1 sonucunda en iyi verilerin OF33 kodlu
formil ile elde edildigi bulunmus ve Donepezil HCIl yiiklii SLN formiilasyon

calismalarina bu formiilasyon ile devam edilmesine karar verilmistir.
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4.2.2. Donepezil HCl ile Hazirlanan SLN Formiilasyonlarinin Degerlendirilmesi

4.2.2.1.Donepezil HCI ile Hazirlanan SLN’lere Yag Konsantrasyonunun Etkisi

Yag konsantrasyonunun degismesi etken maddenin ¢6ziinen miktarina etki
edecegi icin enkapsiilasyon etkinligi acisindan 6nemlidir; ancak konsantrasyon
degistirilirken partikiil biiyilikliigii ve dagilimi g6z dniinde bulundurulmalidir; ¢linkii
yag konsantrasyonundaki degisim genel olarak partikiil boyutunun biiyiimesi ile
sonuglanir. Cizelge 3.15°den goriilebilecegi gibi partikiil boyutu ve dagilimi lipit
konsantrasyonunun %1 (a/h)’den %2 (a/h) ve %4 (a/h)’e artmasiyla biiylimiistiir.
Partikiiller nano boyuttan mikron boyutuna geg¢mistir. Zeta potansiyelinde kiigiik
degisiklikler gortilmektedir (p<0,0001). Enkapstilasyon etkinligi partikiillerin mikron
boyutunda olmasindan ve amacimizi saglamamasindan otiirii incelenmemistir. %1
(a’h) konsantrasyonda sonuglarin daha i1yi olmasindan dolay1, DF1 formiilii ile devam
edilmistir. Martins ve arkadaslari’nin 2012’de yapmis oldugu ¢aligmada setil palmitat
ve trimiristin ile farkli yag konsantrasyonlarinda SLN’ler hazirlanmis ve her iki lipitle
de hazirlanan SLN’ler icin, lipit konsantrasyonu arttik¢a partikiil biiyiiklerinin arttig1
bulunmustur. Setil palmitat ile hazirlanan SLN’ler i¢in partikiil boyutu yag
konsantrasyonun %5 (a/a)’den %15 (a/a)’e artmasiyla 188,27 nm’den 303,7 nm’ye;
trimiristin ile hazirlanan SLN’lerde ise 223,75 nm’den 299,10 nm’ye ¢ikmuistir
(Martins,Costa-Lima ve ark., 2012). Yapilan baska bir ¢alismada SLN’lerin lipit
konsantrasyonu arttik¢a PDI belirgin 6lgiide artmistir (Pooja ve ark., 2016). PDI lipit

miktarinin 100 mg’dan 120 mg’a ¢ikarilmasi ile 0,23’ten 0,3’°e artmustir.

4.2.2.2.Donepezil HCI ile Hazirlanan SLN’lere Su Fazi Hacminin Etkisi

D1s fazda kullanilan sulu faz hacmi karistirma ve sonikasyonun etkinligine tesir
ederek partikiil olusumunu ve boyutu etkileyebilmektedir. Cizelge 3.16°da verilen
sonuglarda 10 ml’lik DF1 ve 50 ml’lik DF6 kodlu formiillerin biitiin &zellikleri
arasinda DF1 daha olumlu olacak sekilde anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05). Bu
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durumun daha fazla olan su fazi hacmine karistirma hizinin/siiresinin ve sonikasyon
stiresi ve giiclinlin yeterli olmadig1r ve bu durumun partikiil boyutu ve dagiliminin
biiyiimesine ve zeta potansiyelin diismesine yol a¢tig1 ongoriilmiistiir. Enkapsiilasyon

etkinligindeki degisim istatiksel olarak anlamli olsa da ihmal edilebilecek diizeydedir.

Daha kii¢iik su faz1 hacmine sahip olan DF5 kodlu formiil ile DF1 kodlu formiil
karsilastirildiginda ise DF5 kodlu formiilde partikiil boyutunun biiyiidiigli ve zeta
potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinliginin diistiigii goériilmektedir (p<0,05). Bu durum,
formiilasyonun olusumu sirasinda uygulanan sonikasyon giicli ve siiresi ile alakali
olabilir; bu gili¢ ve siire formiilasyona fazla gelmis olabilir ve agiga ¢ikan 1s1 ile
partikiiller bozulmus ya da fazla olusan enerjiden dolay1 partikiiller arasindaki
etkilesim artmis ve bu da onlar1 agregasyona meyilli hale getirmis olabilir. Bu durum
zeta potansiyelinin diismesini aciklamaktadir. Ayrica biitiin bu nedenlerden dolay1
partikiil boyutu ve dagilimi biiytiyebilir (Behbahani ve ark., 2017). Ayn1 zamanda
etken madde miktar1 bu yag miktar1 i¢in fazla gelmis ve etken madde yag igerisinde
diizgiin bir sekilde disperse olamamis olabilir. Etken madde miktar: arttik¢a partikiil
boyutu ve dagilimi artmaktadir (Yassin ve ark., 2013).

4.2.2.3.Donepezil HCI ile Hazirlanan SLN’lere Karistirma Hizinin Etkisi

Karigtirma hizi SLN’lerin olusumuna ve de bununla bagli olarak partikiil
boyutu ve dagilimi ve zeta potansiyeli lizerinde etkilidir. Homojenizasyon hizinin
azaltilmasi yag damlaciklarinin yeteri 6l¢iide kiritlmamasina yol agabilir ve bu durum
formiilasyonda biiyiik partikiil boyutu ve genis dagilim araligina neden olacak sekilde
sonuglanabilir (Siddiqui ve ark., 2013). Bu nedenle farkli karistirma hizlarinda (9600,
15000 ve 20000 rpm) fretimler yapilmis ve sonuglar Cizelge 3.17°de
karsilastirilmistir. 9600 rpm’de partikiil boyutu 100,4+0,50 ve PDI 0,13+0,01 iken 20
000 rpm’de sirasiyla 102,0+0,55 nm ve 0,19+0,01 seklindedir (p<0,05). 9600 rpm’de
daha iyi sonuglar elde edilmesi yukarida belirtilen nedene baglanmistir. Priyanka ve
arkadaslari’nin 2018°de yaptig1 calismada gliseril monostearat SLN’lerinin hazirlanisi
sirasinda karistirma hiz 15000 rpm’den 20000 rpm’e ¢ikardiklarinda partikiil boyutu

ve dagilimi bundan etkilenmemistir (Priyanka ve ark., 2018).
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Karigtirma hiz1 yagin su fazi icerisinde emiilsifikasyonunu etkilediginden zeta
potansiyeline etki edebilmektedir. Yiiksek zeta potansiyeli elektriksel itmelerden
dolay1 partikiillerin agrege olmasini onler ve yliksek stabilite saglar (Das ve ark.,
2011). 9600 rpm kullanilan DF1 kodlu formiilde zeta potansiyeli DF7 ve DF8 kodlu
formiillere kiyasla daha yiiksektir (p<0,05) ve bu durum yine DF1 kodlu formiilii tercih
sebebidir.

Enkapsiilasyon etkinlikleri arasinda kiigiik farkliliklar bulunmaktadir (p<0,05);

ancak formiilasyon se¢cimimizi etkileyecek bir farklilik degildir.

4.2.2.4. Donepezil HCIl ile Hazirlanan SLN’lere Etken Madde Miktar1 ve
Eklenisinin Etkisi

Etken madde miktarin genellikle partikiil {izerine miktar arttikca partikiil
biiylimesi ile sonuglanan bir etkisi vardir. Bu durum etken maddenin nanopartikiillerin
cekirdegine dahil edilmesinden kaynaklantyor olabilir ve sonugta artan partikiil boyutu
ile sonuglanir (Behbahani ve ark., 2017). 10 mg etken madde igeren DF1, 2 mg etken
madde igeren DF9 ve 5 mg etken madde igeren DF12 kodlu formiillerde etken madde
yag fazina direkt kati toz olarak katilmistir ve Cizelge 3.18” den goriilebilecegi lizere
yukarida agiklanan durumun tersine en az etken madde igeren DF9 ile DF1 arasinda
partikiil boyutu ve PDI agisindan anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05). Bu durumda
DF1°de kullanilan etken madde/yag oraninin partikiil boyutunu degistirmeye etkisi
olmadigi, bu miktarin yag tarafindan tolere edilebildigi sdylenebilir. Zeta
potansiyelleri arasindaki fark anlamlidir (p<0,05). DF1 kodlu formiil stabilitesi daha
tyidir. Enkapsiilasyon etkinligi agisindan DF1 ve DF9 arasinda anlamli fark
bulunurken (p>0,05); DF1 ve DFI2 arasinda anlamli fark yoktur. Enkapsiilasyon
etkinligi direkt olarak eklenen madde ile orantilidir; bu nedenle 2 mg’dan 5 ve 10 mg’a
artirildiginda, yiikleme etkinligi de artmistir; ancak her lipidin bir yiikleme kapasitesi
vardir ve bu maksimuma ulastiginda enkapstilasyon etkinligi artik yilikselmeyecektir;

bu durum fazla etken maddenin yiiklenmemesine ve sulu fazda kalmasina neden olur
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(Das ve ark., 2011). DF1 ve DF12 arasinda enkapsiilasyon agisindan anlaml fark

bulunmamasi bu sekilde aciklanabilir.

Etken maddenin ¢ozelti seklinde yag fazina katilmasinin partikiil boyutunu ve
enkapsiilasyon etkinligini etkileyebilecegi Ongoriilmiistir ve sonuglar beklenen
sekilde ¢ikmistir. DF10 ve DI1 kodlu formiiller DF9 kodlu formiille
karsilastirildiginda PDI harig¢ biitiin degerlerde anlamli farklilik olmustur ve partikiil
boyutu ve zeta potansiyeli degeri diiserken enkapsiilasyon etkinligi yiikselmistir
(p<0,05). Etken maddenin ¢ozelti halinde katilmasi, onun yag i¢inde daha kolay
dispers olmasini ve bu nedenle partikiil biiyiikliiglinde diisiise yol agmasini saglamis
olabilir. Zeta potansiyeli olduk¢a diismiistiir (p<0,05). DF9 kodlu formiil bu agidan
daha stabil goziikkmektedir. DF10 kodlu formiilde enkapsiilasyon etkinligi oldukca
yiiksektir (p<0,05). Gliserin ¢ozeltisi-yag arasindaki etkilesimden kaynakli yiikselmis
olabilecegi dngoriilmiistiir. Yapilan bir caligmada partikiillerin hazirlanmasi sirasinda
formiilasyona gliserin eklenmis ve degisen viskoziteden dolay1 emiilsiyon olusumu
sirasinda yag-su fazi arasindaki difiizyon hizinin degismesinden dolay: partikiil

boyutunun azaldigi belirtilmistir (Shahgaldian ve ark., 2003).

4.2.2.5.Donepezil HCI ile Hazirlanan SLN’lere Lesitinin Etkisi

Lesitin SLN’lerde yardimc siirfaktan olarak katilmaktadir ve i¢ faz sitirfaktan
gibi davranir; partikiil boyutuna ve stabiliteye olumlu etkisi bulunmaktadir (Pooja ve
ark., 2016). DF1 ve DF13, DF14 formiilleri karsilastirildiginda lesitin i¢geren DF13 ve
DF14 formiillerinde partikiil boyutunun belirgin sekilde diistiigi ve enkapsiilasyon
etkinliginin arttig1 goriilmektedir (p<0,05). PDI ve zeta potansiyeli lesitinden olumsuz
etkilenmistir (p<0,05). Benzer sonucu Liu ve arkadaslar1 2007 yilinda yaptiklar
calismada elde etmislerdir. Hazirlamis olduklar1 Precirol SLN’lerde lesitin partikiil
boyutunu diistirmiis (42,7 nm’den 37,33 nm’ye) ve enkapsiilasyon etkinligini
artirmistir (%82,62°den %95,59’a). Lesitin amforetik yapisi nedeniyle etken maddenin
yagdaki ¢ozlinlirliiglinii artmig olabilir; bu durum enkapsiilasyon etkinligini olumlu

etkileyecektir, elde ettigimiz sonu¢ bu tahmini desteklemektedir.
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4.2.2.6.Donepezil HCI ile Hazirlanan SLN’lere Farkh Siirfaktanlarin Etkisi

SLN’ler kat1 lipitlerin sulu faz iginde siirfaktanlar vasitasiyla stabilize edildigi
ve olusturuldugu kolloidal sistemlerdir. Bu nedenle siirfaktan se¢imi ¢ok onemlidir
(Gupta ve ark., 2017). Bu amagla su fazina ve yag fazina farkli siirfaktanlar eklenerek

SLN’ler degerlendirilmistir.

Stirfaktan tipi etkisine literatiirde bakildiginda genel egilim polisorbatlarin
(Tween 80) poloksamerlerden (Pluronik F68) daha kiiciik partikiil boyutuna sahip
SLN’ler olusturdugu yoniindedir (Martins ve ark., 2012). Pluronik F68 (Poloksamer
188) ile hazirlanan DF15 ve DF19 kodlu formiillerde diger formiillere kiyasla partikiil
boyutundaki biiylime belirgin sekilde goriilmektedir (p<0,05). Martins ve arkadaslar
2012’de yapmis olduklari ¢alismada setil palmitat ile hazirlanan SLN’lerde benzer bir
sonug elde etmistir. Setil palmitat SLN’lerde Tween 80 kullanilan SLN’lerde partikiil
boyutu 181,5 nm iken, Pluronik F68 ile hazirlanan SLN’lerde partikiil boyutu 216,4
nm olarak kaydedilmistir ve PDI’larda belirgin bir degisim gozlenmemistir. DF1 ve
DF15 kodlu formiillerin enkapsiilasyon etkinlikleri karsilastirildiginda anlamli bir artis
olmustur (p<0,05). Bu artisin partikiil boyutunun biiyiimesi nedeniyle igerisine
yuklenen etken madde miktarinin fazla olmasindan kaynakli oldugu diisiintilmiistiir.
DF1 kodlu formiiliin zeta potansiyeli daha yliksektir; yapisinda Tween 80 olan
formiillerde genel olarak zeta potansiyelinin daha yiiksek oldugu Cizelge 3.20’den

goriilebilmektedir; Tween 80 partikiillere daha iyi bir stabilite saglamaktadir.

PVA ile hazirlanan DF16 kodlu formiilde partikiil boyutu kii¢iik olsa da PDI
¢ok biiytimiistiir (p<0,05) ve enkapsiilasyon etkinliginde diisme gozlenmistir (p<0,05).
PVA ile hazirlanan partikiillerde partikiil olusum asamasinda homojenizasyon
sirasinda PVA emiilsiyon damlaciklarinin ¢evresine absorbe olmaktadir ve spontan
damlacik olusumu mikron araliginda partikiil olusumu ile sonlanir. Lipidin ve etken
maddenin azalan ¢Ozlniirliigii ile ara yiizeyde etken madde iceren emiilsiyon
damlaciklar1 olusur (Hu ve ark., 2002). Bu olusumun hizindan dolayr bu asamada
etken maddenin sulu faza kagtig1 ve bu nedenle enkapsiilasyon etkinliginin diistiigl

diistiniilmiistiir. Ayrica PDI yiiksek olmasindan kaynakli bu asamada olusan sub-
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mikron diizeydeki partikiillere uygulanan sonikasyonun yeterli olmadigi sonucu

cikartlmistir. Zeta potansiyeli DF1 kodlu formiil ile ¢ok yakindir.

Yag fazina Arlacel-C eklenen formiilasyonlarda ise partikiill boyutunda
biiyiime ve enkapsiilasyon etkinliginde diisme gozlenmistir (p<0,05). Arlacel-C etken
maddelerin enkapsiilasyonu i¢in kullanilan HLB degeri 11 olan hidrofilik bir
stirfaktandir (Kiigiiktiirkmen ve ark., 2017). Bu siirfaktanin formiilasyona katilmasi
etken maddenin su fazindaki ¢6zliniirliigiinii artirmis ve bu nedenle etken maddenin su
fazina kagmasini saglamis olabilir. Enkapsiilasyon etkinligindeki diisiis bu sekilde

agiklanabilir.

4.2.2.7.Donepezil HCI ile Hazirlanan SLN’lere Siirfaktan Miktarinin Etkisi

Stirfaktan konsantrasyonu partikiil biiytikliigli ve dagilimi tizerine etkisi
oldukca biiyiiktlir. Cizelge 3.21 incelendiginde partikiil boyutu siirfaktan miktar
artmasiyla dismektedir (p<0,05). Benzer sonuglar baska arastirmacilar tarafindan da
bulunmustur (Hu ve ark., 2004; Liu ve ark., 2007). PDI incelendiginde 200 mg’a kadar
partikiil boyutundaki benzer sonugla karsilagilmistir ve PDI diismiistiir (p<0,05). Bu
sonug yiiksek konsantrasyondaki siirfaktanla {iretimin kii¢iik ve daha stabil partikiiller
olusturdugunu gdostermektedir, bu durum nanodamlaciklart stabilize etmeye yeterli
stirfaktanin ortamda bulunmasi nedeniyle meydana gelmis olabilir. Diisiik miktardaki
stirfaktan damlaciklarin ¢evresini yeterince iyi kaplayamaz ve bu durum partikiillerin
agregasyonuna yol acar (Pooja ve ark., 2016). Bu sonucun tersine 250 mg ve 300
mg’da PDI tekrar yiikselmistir. Benzer sonucu Das ve arkadaslart 2011 yilinda
yaptiklar c¢alismada bulmusglardir. Siirfaktan miktariin artmasi ile belli bir
konsantrasyona kadar partikiil biiyiikligi ve dagilimi diismiis; daha sonra tekrar

yiikselmistir.

Sirastyla 150 mg ve 200 mg Tween 80 iceren DF21 ve DF22 kodlu formiillerde
zeta potansiyeli daha yiiksektir; bu durum bu formiillerin daha stabil oldugunu

diistindlirmiistiir.
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Genel olarak biitiin formiilasyonlarda enkapsiilasyon etkinlikleri ytliksektir. Bu
durum ortamda yeterli derecede bulunan siirfaktanin, etken maddenin lipit partikiilde
veya partikiil yiizeyinde kalmasina yardimci olmasindan kaynaklanmis olabilir. 300
mg Tween 80 igeren formiilasyonda her ne kadar enkapsiilasyon etkinligi anlamh
sekilde yiikselmis olsa da, fazla Tween 80 konsantrasyonu toksisiteye neden olabilir

(Pooja ve ark., 2016).

4.2.2.8.Donepezil HCI ile Hazirlanan SLN’lere Siirfaktan Miktar1 Degistikten

Sonra Karnistirma Hizinin Etkisi

Cizelge 3.22’de 150 mg Tween 80 kullanilmaya baslandiktan sonra farkli
karistirma hizlariyla hazirlanan partikiillere ait veriler gériilmektedir ve 9600 rpm’den
20000 rpm’e ¢ikildiginda partikiil boyutunda anlamli sekilde diisme goriilmiistiir
(p<0,05). PDI degerleri karsilastirildiginda yine en diisiik PDI en yiiksek karigtirma
hiziyla calisilan formiil olan DF26’ya aittir. Pooja ve arkadaslar1 2016’da yaptiklari
calismada benzer bir sonugla karsilasmislardir. Karistirma hizi arttikgca partikiil

boyutunda kii¢lilme goriilmiistiir.

DF25 kodlu formiiliin zeta potansiyeli anlamli sekilde diger formiilasyonlara
gore yiiksektir (p<0,05). Enkapsiilasyon etkinligi ise DF26 kodlu formiilde oldukga
yiiksektir (p<0,05).

4.2.2.9.Donepezil HCI ile Hazirlanan SLN’lere Sonikasyon Siiresinin Etkisi

Sonikasyon siiresi daha dnce de belirtildigi gibi partikiil boyutu ve dagilimina
etki eden en 6nemli formiilasyon parametrelerinden birisidir. Genellikle sonikasyon
stiresi uzadik¢a partikiil buylkligii ve dagilimi azalmaktadir. Bu beklenen bir
durumdur; ciinkii sonikasyon kaba emiilsiyon damlaciklarini kirarak emiilsiyonu
nanoemiilsiyona g¢evirir ki bu durumda partikiil boyutu ve dagilimnda azalmaya yol
acar (Das ve ark., 2011). Cizelge 3.23 incelendiginde belirtilen durumla uyumlu olarak

sonikasyon siiresinin uzamasi ile partikiil boyutu ve PDI azalmistir (p<0,05). Das ve

170



ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismada Precirol SLN’lerin iiretimi sirasinda 1 dk’dan 10
dk’ya sonikasyon siiresinin uzamastyla partikiil boyutunun 322,9 nm’den 113,5 nm’ye
geldigini bulmuglardir. Aym1 ¢alismada PDI’de benzer sekilde 0,41°den 0,18°c

diismiistiir.

Bu formiilasyonlarin zeta potansiyelleri birbirine ¢ok benzerdir ve DF26, DF27
ve DF28 formiillerine ait zeta potansiyelleri arasinda anlamli fark bulunmamaktadir.
Priyanka ve ark. (2016), benzer sekilde ayni sonucu bulmuslardir ve sonikasyon

sliresinin zeta potansiyelini fazla etkilemedigini belirtmislerdir.

DF26 formiilasyonun enkapsiilasyon etkinligi anlamli olarak diger

formiilasyonlardan farklidir (p<0,05) ve daha yiiksektir.

4.2.3. Humanin ile Hazirlanan SLN Formiilasyonlarimin Degerlendirilmesi

Humanin ile yapilan 6n formiilasyon ¢aligmalarinda formiillerde, beklemeyle
ya da iiretimin hemen ardindan Humanin’de ¢6kmesinin goézlemlenmesinden Otiirii
calismalara OHF13 ile devam edilmis ve formiilasyon tablosunda HF1 olarak

kodlanmastir.

HF1, HF2 ve HF3 kodlu formiillerde sirasiyla 10 dk, 2 dk ve 5 dk gibi farkl
sonikasyon siireleri uygulanmistir. 2 dk sonikasyon siiresi uygulanan HF2 kodlu
formiilden 5 dk sonikasyon uygulanan HF3 kodlu formiile geg¢ildiginde partikiil
boyutunda ve PDI’da anlamli sekilde azalma olurken zeta potansiyeli ve
enkapsiilasyon etkinliginde ise anlamli artig olmustur (p<0,05). Sonikasyon siiresi ile
partikiil biiyiikligli ve dagiliminin iligkili oldugu Donepezil HCI ile hazirlanan
formiillerde de gozlenmis ve agiklanmigtir (Boliim 4.2.1. ve 4.2.2.9). Sonikasyon ile
emiilsiyondaki damlaciklar kirilir ve nano damlaciklar igceren bir emiilsiyona doniisiir
(Das ve ark., 2011); ancak siire uzadikga partikiillerin birbiri ile olan etkilesimi artarak
agregasyon egilimine girebilirler; bu da boyutta biiylimeye yol agar. Behbahani ve ark.

(2017), yaptiklan ¢aligmada benzer bir durumla karsilasmislardir. HF1 kodlu 10 dk
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sonikasyon uygulanan formiilasyonda partikiill boyutunun biiylimesi bu sekilde
aciklanabilir. Her ii¢ formiiliinde enkapsiilasyon etkinligi oldukca yiiksektir. Zeta
potansiyeli ise ¢alisilmaya devam edilecek olan HF3 kodlu formiilde daha yiiksektir (-
20,3+0,61). Bu formiilde digerlerine gore formiil stabilitesi daha ytiksektir diyebiliriz
(p<0,05).

Donepezil HCI ¢o6zeltisinde kullanilan dis ortam olan pH 9,0 tamponu ile
hazirlanan formiilyonda partikiil boyutunda anlaml bir artis olmustur (p<0,05). Zeta

potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi ve PDI’da anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).

HF3 ve HFS5 kodlu karistirma siireleri farkli formiilasyonlardan HF5’ de
partikiil boyutu ve dagilimi1 oldukga biliylimiistiir (p<0,05). Karigtirma siiresi SLN
olusumu ile ilgilidir. Behbahani ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢alismada SLN’leri
hazirlarken 4 ve 8 dk karistirma siiresi uygulamis, 4 dk’da 132 nm; 8 dk’da ise 104 nm
boyut elde etmisler ve siire enkapsiilasyon etkinligine etki etmemistir. Bizim elde

ettigimiz sonuglar ile bu durum uyumludur.

HF6 formiilasyonunda Humanin’in ¢6ziindiigii bir ortam olan gliserin ile
cozeltisi hazirlanmis ve bu ¢ozelti yag fazina eklenerek formiilasyon hazirlanmistir;
ancak formiilasyonda ¢okme olmasi nedeniyle formiilasyon parametreleri

incelenememistir.

Karigtirma hizi 20000 rpm’e ¢ikarilan HF7 formiiliinde partikiil boyutu ve
dagilimi diigmiistiir (p<0,05). Homojenizasyon hizinin artirtlmasi yag damlaciklarinin
kirtlmasina ve partikiil boyutu ve genis dagilim araligina neden olur (Siddiqui ve ark.,
2013). Bu nedenle elde ettigimiz sonu¢ anlamlidir. Zeta potansiyeli anlamli bir

degisme olmamuistir.

Lipit konsantrasyonu SLN’in bir¢ok 6zelligine etki etmektedir. Konsantrasyon
%1 (a’h)’den (HF7) %2 (a/h)’ye (HF8) ¢ikarildiginda partikiil boyutu ve dagilimi
oldukga artmustir (p<0,05). Lipit konsantrasyonu arttik¢a genellikle partikiil boyutu
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biiylir ve enkapsiilasyon etkinligi artar (Martins ve ark., 2012). Bu durum bizim
sonuclarimizla uyumludur. Lipit konsantrasyonu arttik¢a karistirma ve sonikasyon
giicii yeterli gelmeyip partikiil boyutu ve dagiliminda biiylimeye yol agabilir. Etken
maddenin dagitildigi yag miktarimin artirilmasi  enkapsiilasyon etkinliginin

yiikselmesiyle sonuglanmis olabilir.

Sulu faz olarak saf suyun kullanildigi formiilasyon olan HF9’da enkapsiilasyon
etkinligi anlamli sekilde artmistir (p<0,05). Bu durum etken maddenin tamponda ve
sudaki ¢Ozilinlirliik farkindan kaynaklanmis olabilir. Etken madde ile yapilan 6n
calismalarda etken maddenin pH 7,4 tamponunda sudan daha fazla ¢ozlindigi
bulunmustur. Partikiil boyutu ve zeta potansiyeli anlamli sekilde diismiis (p<0,05);
ancak PDI’da bir farklilik olmamistir. Bu durum ortamin degismesiyle siirfaktan
¢Oziiniirliigliniin ~ degismesinden  kaynaklanmis  olabilir; degisen siirfaktan

konsantrasyonu partikiil boyutunu kii¢tiltmiis olabilir.

4.3. Coziinme Hiz1 Verilerinin Degerlendirilmesi

Nanopartikiillerden etken maddenin ¢ikisi basarili bir formiilasyon igin 6nemli
parametrelerden bir tanesidir. Diyaliz membran yontemi SLN’lerden etken madde
¢ikisinin gbzlenmesi i¢in en ¢ok kullanilan salim yontemlerinden birisidir (D’Souza,
2014). Partikiil boyutu ve dagilimi, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi
sonuglaria gore uygun formiilasyon adayi olabilecegi diisiintilen DF1, DF10, DF13,
DF14, DF26, HF3 ve HF9 kodlu formiillerde ve Donepezil HCI ve Humanin saf
hallerinde (1 mg) in vitro salim galismalar yiiriitiilmiis ve sonuclar Sekil 3.27 ve Sekil

3.28’de verilmistir.

DF1, DF10, DF13 ve DF14 kodlu formiillerde 96 saat sonundaki etken madde
salimi sirastyla %9,29, %8,79, %12,37 ve %12,63’tiir. Bu formiilasyonlarda 10.
saatten sonra salimda cok fazla degisiklik olmamis ve salim hizi sabit duruma

ulagsmugdir (Sekil 3.27 ve Sekil 3.28).
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DF1 ve DF26 kodlu formiiller karsilagtirildiginda Tween 80 miktarinin artmasi
sudaki ¢Oziintirliigii artirarak DF26 kodlu formiilde salim hizin1t DF1’e gore artirmig

olabilir.

DF13 ve DF14 kodlu lesitin igceren formiillerde ise lesitinin amfoterik
yapisindan dolay1 (Szuhaj, 2003) etken maddenin yagdaki ¢ozlintirligii artirmis ve
lipit matriks i¢inde kalmaya egilimi artmig olabilir; bu durumun salimin yavaslamasina

neden oldugu elde edilen sonugtan anlagilmaktadir.

DF26 kodlu formiilde etken madde ¢ikisi bifazik salim profili géstermektedir.
[lk bir saatte hizl1 bir ¢ikis (burst effect) gézlenmis, daha sonra bunu yavas bir salim
faz1 takip etmistir. Arastirmacilar ilk saatlerde goriilen ilk ¢ikis etkisinin nedeninin
nanopartikiil yiizeyinde bulunan serbest etken maddenin partikiil ylizeyinden ayrilmast
olarak aciklamiglardir (D’Souza, 2014; Singh ve ark., 2010). Donepezil HCI’in ilk
saatlerdeki bu hizli ¢ikisi, etken maddenin yagdaki ¢oziintirliigiiniin az olmasindan
dolay1 beklenen bir durumdur (Zur Muhlen ve ark., 1998). Formiilasyondan ilk bir
saatte etken maddenin %20,65’i ¢ikmistir. Donepezil HCI’de ise ilk bir saatte %42,35
cikis goriilmiistiir. 24 saat sonunda DF26 %74,01 Donepezil HCI ise %91,25 ¢ikis
gozlenmistir. Donepezil HCl maksimum g¢ikisina 24 saat sonunda ulasmistir. Bu
durumda DF26 kodlu formiilde etken maddenin saliminin uzadigi sdylenebilir. Bu
yavas salim etken maddenin lipit matriks icinde homojen olarak dagilmasi ve salimin
etken maddenin lipit matriksten difiizyonuna bagli oldugu sdylenebilir (Amasya ve
ark., 2021; Singh ve ark., 2010).

HF3, HF9 ve Humanin ¢ozeltisi’nin salim profili karsilastirildiginda 24 saatin
sonunda sirastyla %99,5, %99,8 ve 99,9 etken madde salinmistir. 8. saatin sonunda
Humanin ¢ozeltisindeki etken maddenin %93,7’si, HF3 kodlu formiilde %80°i ve HF9
kodlu formiilde ise %62,5’1 ¢itkmistir. 12. saatten sonra salimin olmadig1 gézlenmistir.
HF3 ve HF9 salim profillerinde ilk ¢ikis etkisi goriilmektedir. iki formiilde birbirine
benzer bir salim profili géstermektedir ve tastyict sistemin etkisiyle Humanin’in saf
haline gore salim bir miktar yavaslamistir. HF3 kodlu formiile nazaran HF9 kodlu

formiille salim bir miktar daha yavaslamistir. Bunun nedeni olarak formiilasyona
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yiiklenen etken maddenin ¢oziiniirliigiiniin su ve tampon ortaminda farkli olmasindan

kaynakli olabilecegi diistiniilmiistiir.

4.4,  Uygun Formiilasyonlarin Se¢imi

Hazirlanan tiim formiillerin partikiil boyutu ve dagilimi, zeta potansiyeli,
enkapsiilasyon etkinligi ve in vitro salim 6zellikleri birlikte degerlendirildiginde DF26
ve HF9 kodlu formiilasyonlarin 6zellikleri uygun bulunmustur. Bu formiilasyonlar
Apo-E ve Tf ile modifikasyonlarin yapilmasi ve bdylece partikiillerin beyine

hedeflendirilmesi amaciyla kullanilmistir.

4.5. Tekrarlanabilirlik Calismalarina Dair Bulgularin Degerlendirilmesi

DF26 ve HF9 formiilleri ile tekrarlanabilirlik c¢alismalari yapilmis ve bu
formiilasyonlar karakterizasyona tabi tutulmustur. Elde edilen karakterizasyon

sonuglari arasinda fark bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 3.27 ve 3.28).

4.6. Secilen Optimum Formiillerin Apo-E ile Yiizey Modifikasyonu ve Elde

Edilen Sonuclarin Degerlendirilmesi

Secilen DF26 ve HF9 kodlu formiilasyonlar1 beyne hedeflendirilmek i¢in Apo-
E ile yiizey modifikasyonlar: ylriitiilmiistiir. Baglanma etkinligini tayin etmek igin
floresan Ol¢iim biyotin-floresin ¢ozeltisi ve tretiminde DSPE-PEG(2000)-Amin-
Avidin kullanilmig; ancak Apo-E ile modifiye edilmemis SLN’ler kullanilarak
yapilmistir. %98,88 Apo-E’nin SLN ylizeyine baglandigi bulunmustur. Bu ¢aligmada
kullanilan biyotin-floresin modifiye edilmemis SLN’de bulunan bos avidinlere
baglanir; Apo-E SLN’lerde bu avidinlere Apo-E baglidir. Bu nedenle siipernatanda
yapilan florometrik Olgiimde hedeflendirilmemis SLN’ler ile Apo-E SLN’ler
karsilastirildiginda, Apo-E SLN’de partikiile baglanmayan biyotin-floresinden dolay1

fazla floresan yogunlugu gosterecektir, elde ettigimiz sonuglar bu deneyin mantig: ile
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uyumludur (Neves ve ark., 2015). Apo-E SLN’de yaklasik 3 kat fazla floresan
yogunluk gozlenmistir; bu durum bos avidin bolgeleri ile ters orantilidir. Bu durum

modifikasyonun basarili oldugunu gostermektedir.

Apo-E Don SLN ve Apo-E Hum SLN partikiil boyutlar1 ve dagilimlar
modifiye edilmemis DF26 ve HF9 formiilleri ile karsilastirildiginda modifiye edilnis
partikiillerde partikiil biiyiikligli, PDI ve zeta potansiyelleri belirgin sekilde artmigtir
(p<0,05). Partikiil biiylikligiiniin artmast Apo-E gibi biiylik bir grubun partikiil
ylizeyine takilmasindan dolayr normaldir. Partikiiller hala 200 nm’nin altindadir,
KBE’den gegis i¢in hala uygundur ve dolasimda kalma siiresi bu boyuttaki partikiiller
i¢in daha uzundur (Kevadiya ve ark., 2019). Mulik ve ark. (2010), yaptiklari ¢alismada
Apo-E ile modifiye ettikleri partikiillerin 178 nm’den 197 nm’ye biiylidiiglinii
gormiislerdir. Zeta potansiyellerindeki artis  partikiillerin  agregasyonunu
onleyeceginden formiilasyonlara olumlu etkisi olacaktir (Mulik ve ark., 2010). Ayrica
negatif SLN’ler KBE’den etkili sekilde endotele zarar vermeden alinabilmektedirler
ve yiiksek beyin penetrasyonlart vardir; bu nedenle bu 6zelligi KBE’den gegiste
partikiillere avantaj saglayacaktir (Lockman ve ark., 2004; Neves ve ark., 2015).

Enkapsiilasyon etkinliklerindeki anlamli artis olmustur (p<0,05).

Bu formiillerin salim profilleri incelendiginde DF26 ve Apo-E Don SLN
arasinda etken madde ¢ikisinin oldukg¢a yavasladig1 goriillmektedir. 24 saatin sonunda
DF26’dan etken maddenin %85,15’1 c¢ikarken, Apo-E Don SLN’de %48,15°1
cikmigtir. Hedeflendirilen partikiillerde bu yavaslamanin sebebi, Apo-E’nin SLN
yiizeyine baglanmasi i¢in kullanilan DSPE-PEG(2000)-Amin olabilecegi literatiirde
yer alan benzer sonuglar nedeniyle diisiiniilmiistiir. DSPE-PEG(2000)-Amin’nin lipit
matriks i¢inde yag ile olan etkilesimi nedeniyle etken madde stabilizasyonu saglamis
olabilecegi, ayrica SLN’nin yiizeyine baglanan hedeflendirici gruplarin partikiil
ylzeyinde bir bariyer olusturturmasi nedeniyle partikiilden etken madde c¢ikigini
yavaglayabilecegi belirtilmistir (Neves ve ark., 2015). Apo-E’nin etken maddenin
difiizyon yolunu uzattig1 ve bu nedenle Donepezil HCI’in salim ortamina gogiiniin
geciktigi diigiiniilmiistiir. Apo-E Don SLN i¢in kisa bir ilk ¢ikis etkisi ve uzun bir stabil

salim basamagi vardir diyebiliriz. Bu nedenle Apo-E Donepezil HCI’in lipitten stabil
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saliminda 6nemli bir rol oynar (Kuo ve Cheng, 2016; Singh ve ark., 2016). Andreozzi
ve arkadaglart yaptiklart calismada benzer sekilde hazirlamis olduklart lipit
partikiillerden etken maddenin salim hizinin yavas oldugunu goérmiistiir.
Aragtirmacilar ayrica bu lipitlerin in vivo ortamda saliminin ayn1 olmayacagini, in vivo
ortamda lipazlar tarafindan pargalanan lipitlerin etken maddenin daha hizli salimina
neden olacagm belirtmislerdir. In vitro ortamda lipit pargalanmadigindan bir siire

sonra etken madde ¢ikis1 gozlenmemektedir (Andreozzi ve ark., 2013).

Humanin yiiklii formiilasyonlarin salim profilleri Donepezil HCIl yiiklii
formiilasyonlar ile benzerlik gostermektedir. 24 saatin sonunda HF9 kodlu formiilden
etken maddenin %99,5°1 salinirken, Apo-E Hum SLN’de bu deger %86,08’dir. Apo-
E ile modifiye edilmis formiilasyonlar daha yavas bir salim profili gostermektedir. Bu
durum yukarida belirtildigi gibi DSPE-PEG(2000)-Amin ve hedeflendirici ajanlarin
partikiil yiizeyinde bir bariyer olusturarak etken madde i¢in diflizyon yolunun

uzamasina baglanmistir (Neves ve ark., 2015).

4.7.  Secilen Optimum Formiillerin Tf ile Yiizey Modifikasyonu ve Elde Edilen

Sonuclarin Degerlendirilmesi

Segilen DF26 ve HF9 kodlu formiilasyonlari beyne hedeflendirilmek i¢in Tf
ile yiizey modifikasyonlar1 yiiriitiilmistiir. Baglanma etkinligini tayin etmek icin
Tfnin BCA ile miktar tayini yapilmistir ve Tf'nin %90,60 oraninda SLN ylizeyine
baglandig1 belirlenmistir. Bu nedenle Tf'nin basarili bir sekilde partikiil ylizeyine
baglandigini sdyleyenebilmektedir.

Tf Don SLN ve Tf Hum SLN partikiil boyutlar1 ve dagilimlari modifiye
edilmemis DF26 ve HF9 formiilleri ile karsilastirildiginda modifiye edilnis
partikiillerde baglanan biiyiik gruptan dolay1 Apo-E ile modifikasyonda da karsilagilan
benzer durumla karsilasilmistir ve partikiil biyiikliigi ve PDI’da artig goriilmektedir
(p<0,05) (Gupta ve ark., 2007; Jain ve ark., 2013). DF26 ve Tf Don SLN arasinda zeta
potansiyeli agisindan anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05); Tf Hum SLN’de ise
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HF9 formiiliine gore zeta potansiyelinde azalma goriilmektedir (p<0,05); bu baglanan
Tf nedeni ile olmus olabilir. Gupta ve ark. (2007), yaptiklari calismada Tf bagladiklari

partikiillerin zeta potansiyelinde benzer sekilde azalma gézlemlemislerdir.

Salim profilleri incelendiginde 24 saat sonunda DF26’dan etken maddenin
%85,15°1 ¢ikarken, Tf Don SLN’de %25,3’1i ¢cikmustir. HF9 kodlu formiilde ise bu
siire sonunda etken maddenin %99,5’1 salimirken bu deger Tf Hum SLN’de ise
%72,43tiir. Tf ile modifiye edilmis formiilasyonlar ayn1 Apo-E ile modifiye edilenler
gibi daha yavas bir salim profili gostermektedir. Gupta ve ark. (2007), yaptiklari
calisgmada Tf ile konjuge olan ve olmayan SLN’lerde benzer bir sonugla
karsilagmislardir ve bu durumu Tf’nin yapisal bir bariyer olusturmasina ve bu nedenle

difiizyonun yavaglamasina baglamislardir.

4.8. Humanin Yiiklenen Formiillerde Yapisal Biitiinliigiin Degerlendirilmesi

CD analizi proteinlerin ve peptitlerin ikincil yapi ve katlanma 6zelliklerini
degerlendirmek i¢in en etkili ve hizli yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir
(Greenfield, 2006). Calismamizda iiretim ve hedeflendirme i¢in kullandigimiz
modifikasyon yontemlerinden Humanin’in etkilenip etkilenmedigini anlayabilmek
i¢in CD analizi yiiriitiilmiistiir. Standart Humanin ¢6zeltisi i¢cin 208-220 nm araliginda
pik degeri elde edilmistir. Bu pik Humanin’in a-heliks yapisindan kaynaklanmaktadir
ve bu veri literatiir bilgisi ile uyumludur (Pistolesi ve ark., 2009; Romeo ve ark., 2017).
SLN’lerden salinan Humanin CD spektrumlari incelendiginde pik degerlerinin benzer
aralikta oldugu goriilmiistiir. Konsantrasyon diisiik oldugu icin pikler Humanin
cozeltisindeki kadar belirgin degildir. SLN’lerden salinan Humanin ve standart
Humanin ¢o6zeltisi’nin piklerinin ayni dalga boyunda olmasi kullanilan {iretim
yontemlerinden Humanin’in etkilenmedigini ve konformasyonel yapisin1 korudugunu

gostermistir.

Yapisal biitiinliik tespiti i¢in ayrica Native-PAGE analizi de yiiriitiilmiistiir.

Standart Humanin ¢o6zeltisi ve formiilasyonlardan salinan Humanin jele uygulanmis
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ve gorlintlisii degerlendirilmistir. Konsantrasyonlarin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle
bantlar belirgin sekilde elde edilememistir; ancak biitiin bantlarin ayni sekilde
stiriiklendigi anlasilmaktadir. Standart Humanin ¢ozeltisi ile SLN’lerden salinan etken
maddeye ait bantlarin aynmi seviyede olmasi, Humanin’in yapisal biitliinligiini

korudugunu gostermektedir.

CD ve Native-PAGE sonuglar birlikte degerlendirildiginde Humanin’in

yapisini korudugu ve iiretim basamaklarindan etkilenmedigi bulunmustur.

4.9. Formiilasyonlarda Yiiriitiillen DSC Analizi Sonuclarmin

Degerlendirilmesi

DSC analizi sonuglari Bolim 2.11°de anlatilan sartlar altinda yapilan

calismalarla elde edilmistir.

Oncelikle, etken maddeler Donepezil HCI ve Humanin erime sicakliginda
sirastyla 218,8 °C’de ve 166,8°C’de endotermik pikler goriilmektedir. Lipit Dynasan
116 termograminda 63,7°C’de endotermik pik goriilmektedir. Bu pikin Dynasan
116’ya ait oldugu yapilan literatiir taramasi ile dogrulanmugtir (Olbrich ve ark., 2002).

Fiziksel karigimlara ait termogramlarda hem lipitin hem de etken maddeler
Humanin ve Donepezil HCI’in pikleri bunlarin tekli termogramlarinda oldugu gibi

ayni yerlerde pik vermistir ve ayr1 ayr goriilebilmektedir.

Formiilasyonlarin ~ termogramlar1  incelendiginde =~ Donepezil HCI’'li
formiilasyonlar i¢in nanopartikiil formiilasyonlarinda Donepezil HCl’e ait pik
kaybolmustur ve sadece lipite ait pikler goriilmektedir. Bu durum Donepezil HCI’in
lipit igerisinde homojen bir sekilde disperse oldugunu ve amorf halde SLN’lere

yiiklendigini gostermektedir (Yasir ve ark., 2017).
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Humanin igeren formiilasyonlara ait termogramlar i¢in ise lipit Dynasan 116,
bos SLN ve HF3 kodlu formiilasyon i¢in ise yaklasik 63 °C’de endotermik pik
goriilmektedir. Bu pikin nanopartikiil formiilasyonlarinda goriilme sebebi lipidin
nanopartikiil yiizeyini kaplayan tabakay1 olusturmasindandir. Humanin’e ait 166°C’de
goriilen piklerin formiilasyonlarin DSC termograminda goriilmemesi etken maddenin
formiilasyona amorf halde yiiklendigini ve homojen bir sekilde disperse oldugunu

gostermistir (Kiigiiktiirkmen ve Bozkir, 2018).

4.10. Formiilasyonlarda Yiiriitiilen FTIR Analizi Sonuclarinin

Degerlendirilmesi

Donepezil HCI FTIR spektrumunda 3583 cm™, 3004 cm™, 2942 cm™, 1681
cm! ve 1589 cm! civarlarinda goriilen pikler Donepezil HCl’e ait karakteristik
fonksiyonel grup pikleridir ve literatiirle uyumludur (Chuong ve ark., 2018; Md ve
ark., 2014). 2914 cm™, 2849 cm, 1729 cm™, 1470 cm™* ve 1330 cm™’de goriilen bos
SLN pikleri ve Dynasan 116 pikleri birbiri ile aynidir. Donepezil HCl yiiklii SLN’ler
incelendiginde Donepezil HCI e ait karakteristik pikler kaybolmustur ve Dynasan 116
ile iliskili olan 2849 cm™ ve 2914 cm™°de yer alan pikler géziikmektedir. Bu durum
serbest etken maddenin partikiil yiizeyinde degil lipit matriksin i¢inde oldugunu ve
etken maddenin amorf yapiya doniistiiglinii gostermektedir (Basaran ve ark., 2010;

Mendes ve ark., 2019; Yassin ve ark., 2013).

Humanin FTIR spektrumuna bakildiginda, 1625 cm™’de amit I bdlgesine ait
karakteristik pik, 3278 cm™®’de N-H gerilim vibrasyonu nedeniyle olusan pik (Kong
ve Yu, 2007) ve 1522 cm™’de amit II bolgesine ait bir pikler goriilmektedir (Bunaciu
ve ark., 2014). 2914 cm™, 2849 cm™, 1729 cm™?, 1470 cm™ ve 1330 cm™’de goriilen
bos SLN pikleri ve Dynasan 116 pikleri birbiri ile aynidir. Humanin yiiklii SLN’lerde
Humanin’ne ait amit I ve II bolgesindeki titresimlerin SLN’lerin FTIR spektrumunda
goriilmemesi molekiiller arasinda etkilesim oldugunu gostermektedir. HF9, Apo-E
Hum SLN ve Tf Hum SLN’de 2953 cm™, 2849 cm™, 2914 cm™ ve 1735 cm®’de yer
alan pikler lipit Dynasan 116 ile iliskilidir (Basaran ve ark., 2010) ve lipitin FTIR
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spektrumundan agik¢a goriilebilmektedir. Bu durum serbest etken maddenin partikiil
yilizeyinde degil lipit matriksin i¢inde oldugunu gostermektedir (Mendes ve ark.,
2019).

FTIR sonuclart DSC sonuglarin1 desteklemektedir.

4.11. Hazirlanan SLN’lerin TEM Goriintiilerinin Degerlendirilmesi

Nanopartikiillerin morfolojik 6zelliklerini incelemek amactyla TEM analizleri
gerceklestirilmistir. SLN’lerin TEM goriintiileri incelendiginde kiiresel ve yiizeyleri
diizgiin nanopartikiiller elde edildigi gbzlenmektedir. Ayrica biitiin formiillerde TEM
ile gozlenen partikiil boyutunun foton korelasyon spektroskopisi yontemi ile dlgiilen
ortalama partikiil boyutuna benzer oldugu ve bu agidan bu iki verinin birbirini
destekledigi bulunmustur. Bu goriintiilere dayanarak basarili bir sekilde nanopartikiil

hazirlandigini sdyleyebiliriz.

4.12. Formiilasyonlarda Gerceklestirilen Stabilite Calismalarinin

Degerlendirilmesi

4.12.1. +4°C’de Gergeklestirilen Stabilite Cahsmalarindan Elde Edilen

Bulgularin Degerlendirilmesi

+4°C’de 3 ay boyunca gerceklestirilen stabilite ¢alismalarinda partikiil
blyiikleri acisindan DF26, Tf Don SLN ve Tf Hum SLN’de anlamh fark
bulunmamaktadir (p>0,05); HF9, Apo-E Don SLN ve Apo-E Hum SLN’de ise bir
miktar artig goriilmektedir (p<0,05); ancak partikiil boyutlar1 hala 200 nm’nin
altindadir. PDI degerleri biiylimiistiir, partikiiller zamanla agrege olma egiliminde
olacagindan bu beklenen bir durumdur. Apo-E Don SLN ve Apo-E Hum SLN’de zeta
potansiyelinde anlamli bir azalma goriilmistiir (p<0,05); bu durumun partikiillerin

agrege  olmasindan dolay1r olabilecegi  Ongdriilmiistir. DF26 ve HF9
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formiilasyonlarinda zeta potansiyeli agisindan anlamli bir farklilik bulunmamigtir
(p>0,05). Tf Don SLN ve Tf Hum SLN igin zeta potansiyelinde artig goriilmiistiir; bu
durumun salinan etken maddenin negatif yapisindan dolay1 olabilecegi diistiniilmiistiir
(Guo ve ark., 2018). Elde edilen bu sonuglardan partikiillerin +4 C’de gayet stabil

olduklar1 anlagilmaktadir.

4.12.2.25°C’de Gergeklestirilen Stabilite Calismalarindan Elde Edilen

Bulgularin Degerlendirilmesi

25°C’de 3 ay boyunca gerceklestirilen stabilite calismalarinda partikiil
biiytikleri a¢isindan DF26, HF9 ve Tf Hum SLN’de anlamli fark bulunmamaktadir
(p>0,05); Apo-E Don SLN, Apo-E Hum SLN ve Tf Don SLN’de ise bir miktar artis
goriilmektedir (p<0,05). Bu artiglar dar bir aralikta olup kabul edilebilir sinirlardadir,
partikiil boyutlar1 hala 200 nm’nin altindadir. PDI degerleri biiylimiistiir. Zeta
potansiyellerinde genel olarak bir artis mevcuttur ki bu stabilite agisindan olumludur.
Benzer sonuglar1 Martins ve ark. (2013), yapmis olduklari SLN stabilite ¢aligmasinda
elde etmislerdir. Elde edilen sonuglara dayanarak partikiillerin 25°C’de stabil oldugu

sOylenebilmektedir.

4.12.3. Kolloidal  Stabilite = Calismalarindan Elde Edilen Bulgularin

Degerlendirilmesi

IV uygulamadan sonra partikiillerin boyutu ve yiikii ¢ogunlukla yiizeye
adsorbe olan serum komponentleri tarafindan belirlenmektedir (Radhakrishnan ve
ark., 2016). SLN’ler ile serum proteinleri arasinda bir etkilesim olup olmadigini tespiti
icin SLN formiilasyonlar1 %10 FBS igeren pH 7,4 fosfat-salin tamponu igerisinde 37
°C’de 24 saat ve +4°C’de 1 ay boyunca inkiibe edilmis ve partikiillerin boyut, dagilim

ve zeta potansiyellerindeki degisim gdzlenmistir.
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37°C’deki c¢alismalarda partikiil boyutu DF26 kodlu formiil hari¢ anlamli
olarak yiikselmistir ve biitiin formiillerin zeta potansiyellerinde diisme goriilmektedir
(p<0,05). Artis Ozellikle hedeflendirilmis partikiillerde daha buytiktiir; ancak 24 saat

sonunda partikiiller hala 200 nm’nin altindadir.

+4°C’deki caligsmalarda ise partikiillerde yasanan degisim anlamli olarak farkl
bulunmamustir, hatta DF26 kodlu formiilde partikiil boyutu degismemistir (p>0,05).
Sadece Tf Don SLN’de anlamli olarak partikiil bliylimesi goézlenmistir (p<0,05) Zeta
potansiyellerinde yine diislis gézlenmistir (p<0,05).

Partikiil boyutlarinda yasanan artis serum proteinleri veya diger

komponentlerin SLN yiizeyine adsorpsiyonu ile agiklanabilir (Pooja ve ark., 2014).

37°C’deki 24 saatlik ¢alismalarda partikiillerin bu siire sonuna kadar hedef
bolgeye gitmesinin in vivo ¢aligmalarda kanitlanmasindan dolayi bu siiredeki stabilite
bizim i¢in yeterlidir. +4°C’de calismalar icin ise sonuglar géz Oniine alindiginda

+4°C’de partikiillerin stabil oldugunu sdyleyebiliriz.

4.13. Formiilasyonlarda Gerceklestirilen Hiicre Kiiltiirii Calismalarinin

Degerlendirilmesi

4.13.1. Sitotoksisite Bulgularimin Degerlendirilmesi

0,03-0,1-0,3-1pg/mL konsantrasyon araliginda RBEC hiicrelerinde yapilan
MTT calismasinda hi¢bir formiilasyonun hiicre canlilif1 {izerine herhangi bir etkisi

olmamustir.

hCMEC/D3 hiicreleri i¢in 0,3-10 pg/mL konsantrasyon araliginda uygulanan
bos SLN, Donepezil HCI ve Humanin ¢ozeltileri etken madde yiklii formiilasyonlara

gore daha yiiksek konsantrasyonda uygulanmalarina ragmen toksik bulunmamustir.
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Etken madde yiiklii formiilasyonlar i¢in ise 0,03-1 pg/mL konsantrasyon araliginda
HF9’un tiim dozlar1 hiicre canliligini anlamli sekilde azalmistir. DF26 ve Apo-E Hum
SLN’de 0,3 ve 1 ug/mL; Apo-E Don SLN’de 1 pg/mL toksik goziikmektedir. Bunun
nedeni SLN’nin hizlica hiicre igine girerek igsellestirilmesi ve hizlica partikiilden

saliman madde ile toksik etki gostermesinden kaynaklanabilir (Miglietta ve ark., 2000).

SH-SYS5Y hiicreleri igin yapilan ¢alismada 0,3-10 pg/mL konsantrasyon
araliginda uygulanan tiim dozlarda HF9’un hiicre canliligin1 anlamli sekilde azalttig
goriilmiistiir. Diger formiilasyonlar ve etken madde ¢ozeltileri i¢in hiicre canlilig

acisindan anlamli fark bulunmamastir.

Bu caligmalar1 takiben 1 ve 10 pg/mL konsantrasyonda yapilan uygulamada
empedans 6l¢iimii yapilarak hiicre canliligina bakilmistir. Bu konsantrasyonlarda hem
RBEC hem de hCMEC/D3 hiicreleri igin higbir formiilasyonun toksik etkisi
gozilkmemektedir. Bu nedenle hiicresel alim ve KBE gecis ¢alismalari i¢cin 10 pg/mL

uygulama dozu olarak belirlenmistir.

Iki metot arasinda hiicre canliligi agisindan fark goriilmiistiir. Bunun nedeninin
MTT c¢alismasinin beraberinde getirdigi bazi smirlamalardan kaynaklanmis
olabilecegi diistintilmiistiir. MTT ¢alismasi kolorimetrik olarak yiiriitiilmektedir ve
formazan kristallerinin renk yogunlugu ve buna bagli olarak 6l¢iim hassasiyeti hiicre
tipine ve sayisina, hiicrenin metabolizmasina, ortamda olan maddelerin mitokondriyal
dehidrogenaz enzimiyle etkilesmesine bagl olarak degisiklik gosterebilir (Wang ve
ark., 2010). Ayricabazi ¢aligmalar MTT nin kendisinin de 6kary6tik hiicrelerde toksik
oldugunu gostermistir. MTT deneyi, MTT'yi renkli bir formazan {riiniine
dontistiirmek icin ko-enzim NADH gibi indirgeyici esdegerleri kullanir. NADH'yi
kritik hiicresel iglevlerden uzaklastiripp MTT'nin azaltilmasina yonlendirmenin hiicre
saglig1 lizerinde olumsuz etkileri olmasi muhtemeldir (Riss, 2017). Hiicre canliliginin
karsilastirmasinda empedans Ol¢iim ydntemi bizim formiilasyonlarimiz i¢in daha

uygundur diyebiliriz.
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4.13.2. Hiicresel Alm Bulgularimin Degerlendirilmesi

Hiicresel alim ¢aligsmalar1 hedeflendirilmemis SLN’ler (DF26 ve HF9) ve Apo-
E ile hedeflendirilmis SLN’ler ile yiiriitiilmiistir. Bu testler sirasinda RBEC,
hCMEC/D3 ve SH-SY5Y hiicreleri kullanilmistir. 2 saatlik inkiibasyonun ardindan
Apo-E baglh partikiillerin hedeflendirilmemis partikiillere gore beyin endotel hiicreleri
tarafindan i¢ine daha ¢ok alindig1 tespit edilmistir. (Sekil 3.52 ve Sekil 3.53). Apo-E
Don SLN, DF26 kodlu formiile gére RBEC hiicrelerinde hiicresel alimi 4,7 kat;
hCMEC/D3 hiicrelerinde ise alimi1 2,9 kat artirmistir. Humanin yiiklii partikiillerde
Apo-e Hum SLN bir miktar fazla hiicre i¢ine alinmistir; ancak beyin endotel hiicreleri

i¢in anlamli fark bulunmamistir (p<0,05).

SH-SY5Y hiicre dizisinde 2 saatlik inkiibasyonun ardindan Apo-E bagh
partikiillerin hedeflendirilmemis partikiillere gére ndronlar tarafindan i¢ine daha ¢ok
alindig1 tespit edilmistir (Sekil 3.54). Apo-E Don SLN, DF26 kodlu formiile gére SH-
SYSY hiicrelerinde hiicresel alimi 2,3 kat; Humanin yiiklii partikiillerde Apo-e Hum
SLN 1,2 kat artirmistir (p>0,05).

SH-SY5Y ve hCMEC/D3 hiicrelerinde alimin RBEC hiicrelerine gore daha az
oldugu goriilmiistiir. Apo-E hiicre i¢ine LDLR vasitasiyla alinmaktadir ve farkli hiicre

dizilerinde reseptdr sayisinin farkli olmasi alimi degistirebilmektedir.

Hedeflendirilmis partikiillerin hedeflendirilmemis SLN’lere gore daha fazla
hiicre i¢ine alinmasinin nedeni SLN yilizeyinde bulunan Apo-E’nin reseptdr aracili
endositoz ile alim mekanizmasina baglidir (Neves ve ark., 2017). Hedeflendirilmis

partikiillerin hiicre i¢ine daha ¢ok alinmas1 beklenen bir sonugtur.

Donepezil HCI yiiklii partikiillerin Humanin yiiklii partikiillere gore daha fazla
hiicre i¢ine alinmasinin nedeninin hiicresel etki mekanizmalarina bagli olabilecegi
diistiniilmiistiir. Bu iki etken maddenin farkli biyolojik yolaklara etki etmesi ikisi

arasinda hiicresel alim bakimindan farklilik yaratabilir.
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4.13.3. Kan Beyin Engeli Modelinden Ge¢is Cahsmalarinda Elde Edilen

Bulgularin Degerlendirilmesi

SLN’lerin penetrasyonu ii¢lii ortak KBE hiicre kiiltiirii modelinde test
edilmistir. Bu modelin gegirgenligini 6lgmek i¢in kii¢iik paraseliiler penetrasyon
etiketi olarak sodyum floresin (SF) ve biiyiik intraseliiler biyomolekiil olarak albiimin
(EBA) kullanilmistir. Ikisi icinde modelin gegirgenligi oldukea diisiiktiir (0,52x107°
cm/s ve 0,06x107° cm/s) bu durum sik1 bir bariyer yansitmaktadir. Elde edilen sonug
daha Once benzer calismalarda elde edilen bir sonugtur. RhoB ile etiketlenmis
SLN’lerin penetrasyonunun igaretleyici molekiillerden birka¢ kat yiiksek oldugu
sonucu elde edilmistir. Donepezil HC1 yiiklii formiilasyonlarda Apo-E Don SLN (Papp
= 133,4x10°° cm/s), DF26 (Papp = 42.7x10°® cm/s) ile kiyaslandiginda gecirgenligi
3,2 kat artirmustir. Humanin yiiklii formtilasyonlarda ise Apo-E Hum SLN (Papp =
49,7x107% cm/s), HF9 (Papp = 35,5x10°% cm/s) ile kiyaslandiginda gegirgenligi 1,4 kat
artirmigtir. Apo-E ile modifiye edilmis formiilasyonlarin hiicresel aliminin fazla
olmasimin yaninda KBE’den geg¢isinin de fazla oldugu bu ¢alisma ile bulunmustur. Bu
durum Apo-E’nin KBE’de yer alan LDL reseptorleri ile etkilesmesinden dolay1 olmus
olabilir (Neves ve ark., 2017).

4.14. Formiilasyonlarda Gercgeklestirilen in Vivo Calismalarin

Degerlendirilmesi

Yapilan in vivo beyine gecis calismalarinda elde edilen goriintiilerden ve
floresan yogunluklarindan Apo-E ve Tf ile hedeflendirmenin ise yaradigi ve bu
formiilasyonlarin hiicresel alim ve permeabilite calismalarini destekleyici nitelikte

daha fazla beyine gectigi bulunmustur.

Ik bir saat igerisinde tiim formiilasyonlar beyine ulasmis goziikmektedir.
llerleyen saatlerde RhoB SLN’nin etkinligini kaybettigi ve beyinden atildigini, bu
nedenle floresan yogunlugunun distigini soyleyebiliriz. Apo-E ve Tfli

formiilasyonlar ile floresan yogunluklar1 azalsa da kontrol grubuna gore belirgin
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sekilde fazla floresan oldugu ve beyinde hala partikiil bulundugu goriilmektedir. 12
saatin sonunda beyindeki floresan yogunluklari incelendiginde hedeflendirilmemis
SLN’ye gore Apo-E’li SLN 1,2 kat ve Tf-SLN 1,33 kat daha fazla beyinde
goziikkmektedir. Apo-E LDL reseptorleri araciligi ile ve Tf reseptor aracili endositoz
ile beyine alinmaktadir ve beyine alindiktan sonra alim mekanizmalari nedeniyle
beyinden hedeflenmemis SLN’ye gore daha az atilmaktadir. Bu nedenle hedeflenmis
partikiillerin etkisinin daha uzun oldugu diisiiniilmiistiir. Apo-E ve Tf i¢in olan bu
spesifik beyne alim mekanizmasi sayesinde etken maddelerin etkisinin daha diisiik

dozla ve daha az toksik etkiyle daha fazla olmasini saglanabilir (Li ve ark., 2016)

Modifiye edilen SLN’ler karsilastirildiginda 12 saatin sonunda elde edilen
floresan yogunluguna gore Tf ile hedeflemenin Apo-E ile hedeflemeye gore yaklagik
1,2 kat daha fazla ge¢is sagladigi goriilmektedir. AH’da Apo-E’nin beyne alimini
saglayan LDL reseptdrlerinin sayis1 genelde azalir; Tfnin alimi ile ilgili olan TfR
yogunlugu ise hipokampiiste azalirken, serebral mikrodamarlarda genellikle azalmaz
(Chen ve Liu, 2012). Reseptor sayisinda olan bu degisimler Apo-E ve Tf ile
hedeflendirilmis SLN’lerin gegisi agisindan bir farklilik yaratmis olabilir.
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5.  SONUC VE ONERILER

AH’de etkili oldugu bilinen Humanin peptit ve ticari olarak tedavide kullanilan
Donepezil HCPin ilag tasiyict sistem igerisindeki formiilasyonlarinin gelistirilmesi,
beyine hedeflendirilmesi ve karsilastirmali ¢aligmalarinin yapilmasi amaciyla

yiiriitiilen bu tez ¢caligmasinda su sonuglar elde edilmistir:

> Noroprotektif bir ajan olan Humanin peptitin daha 6nce calisilmamis bir
formiilasyon sekli hazirlanmis ve hedefleyici ajanlarla beyine hedeflenmesi
basari ile saglanmistir.

> AH tedavisinde giiniimiizde en ¢ok kullanilan etken madde olan Donepezil HCI1
ile SLN formiilasyonlar1 gelistirilmis ve beyine hedeflenmesi basari ile
saglanmistir.

> SLN’lerin  hazirlanmasinda  homojenizasyon/ultrasonikasyon — metodu
kullanilmistir. Birgok formiilasyon parametresi karsilastirilmistir ve iki etken
madde i¢in de 200 nm’nin altinda ve enkapsiilasyon etkinligi yiiksek formiiller
elde edilmistir.

> Formiilasyonlar i¢in yiriitiilen karakterizasyon caligmalarinin sonuglar1 goz
oniinde bulunduruldugunda Humanin i¢in HF9 ve Donepezil HCI i¢cin DF26
kodlu formiiller optimum formiil olarak sec¢ilmistir ve hedeflendirme
basamagina bu formiilasyonlarla devam edilmesi uygun goriilmiistiir.

> Formiilasyonlar Apo-E ve Tf ile beyine hedeflendirmek amaciyla modifiye
edilmislerdir. Baglanma kapasiteleri incelendiginde Apo-E %98,88 ve Tf
%90,60 oraninda SLN ylizeyine baglanmistir. Modifikasyonun basarili bir
sekilde gerceklestigi belirlenmistir.

> Apo-E ve Tf ile modifikasyonun basarili oldugu bulunduktan sonra in vitro
karakterizasyon calismalar1 bu formiilasyonlar i¢in de yiiriitiilmiistiir ve 200
nm’nin altinda yiiksek enkapsiilasyon etkinligine sahip, salimi uzamis

formiillere ulagilmisdir.
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Humanin’in bu iiretim ve modifikasyon asamalarindan ne 6l¢iide etkilendigini
anlayabilmek i¢in CD ve Native-PAGE c¢alismalar1 ylritilmistir ve
Humanin’in bu islemlerden bozunmadigi bulunmustur.

+4°C’de ve 25°C’de 3 ay siireyle bekletilmesi sonucu formiilasyonlarin
stabilitelerini korudugu belirlenmistir.

Yapilan kollolidal stabilite ¢aligmalar1 sonucunda partikiillerin serum
ortaminda stabil oldugu goriilmiistiir.

Hazirlanan formiilasyonlar ile hiicresel toksisite caligmalari yiiriitiilmiistiir.
MTT caligsmalarinda RBEC hiicrelerinde toksik etki goriilmezken, hCMEC/D3
sadece Donepezil HCI yiiklii formiilasyonlar toksik etki gdstermistir. SH-
SYSY hiicrelerinde biitlin formiilasyonlar toksiktir. Empedans ol¢liimii ile
toksisite tayininde ise ayni dozlarda formiilasyonlar toksik ¢ikmamistir. Bu
durumun MTT ¢alismalarinda karsilagilasilan bazi sinirlamalardan kaynakli
olabilecegi diisiiniilmiistiir ve hiicre canliligi karsilagtirmasi i¢in empedans
6l¢iimiiniin daha uygun oldugu bulunmustur.

Hazirlanan formiilasyonlar ile yapilan hiicresel alim ¢alismalarinda Apo-E Don
SLN, DF26 kodlu formiile gore RBEC hiicrelerinde hiicresel alimi1 4,7 kat;
hCMEC/D3 hiicrelerinde ise alimi 2,9 kat artirmistir. Humanin yiikli
partikiillerde Apo-e Hum SLN bir miktar fazla hiicre i¢ine alinmistir; ancak
beyin endotel hiicreleri i¢in anlamli fark bulunmamistir (p<0,05).

Apo-E Don SLN, DF26 kodlu formiile gére SH-SYS5Y hiicrelerinde hiicresel
alimi 2,3 kat; Humanin yiikli partikiillerde Apo-e Hum SLN 1,2 kat artirmistir
(p>0,05).

Yiiriitilen ticlii ortak KBE modeli hiicre kiiltiirii ¢alismasinda Donepezil HCI
yiikli  formiilasyonlarda Apo-E Don SLN, DF26 ile kiyaslandiginda
gecirgenligi 3,2 kat artirmigtir. Humanin yiiklii formiilasyonlarda ise Apo-E
Hum SLN, HF9 ile kiyaslandiginda gecirgenligi 1,4 kat artirmistr.

Zebra baliklarinda yiiriitilen beyine gecis calismalarinda Apo-E ve Tf ile
modifiye edilen formiilasyonlarin, hedefsiz formiilasyona kiyasla beyine daha
fazla gectigi belirlenmistir. Bu sonug hiicre kiiltiiriinden elde edilen sonucu

destekler niteliktedir.

189



Hazirlanan tiim formiilasyonlar iizerinde yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalar
sonucunda elde edilen formiilasyonlar ile bu tez ¢alismasinin hedeflenen amacina

yonelik basarili sonuglar elde edilmistir.

Tez galismamiz sirasinda gergeklestirilemeyen, hem de calisma sirasinda
olusan diisiince ve Oneriler dogrultusunda 1001 projemiz kapsaminda

gerceklestirilmesi planlanan ¢alismalar su sekildedir:

> Secilen formiilasyonlarla uzun siireli stabilite ¢calismalarinin yiiriitiilmesi

> Aynt SLN’ye hem Donepezil HCI, hem de Humanin yiiklenerek kombine
formiilasyonlarin hazirlanmast ve gerekli karakterizasyon ¢alismalarinin
yiiriitiilmesi

> Hazirlanacak iki etken maddenin birlikte yiiklendigi formiilasyonlarin, bu
etken maddelerin yalniz yiiklii oldugu SLN’leri ile in vitro ve in vivo
karsilagtirilmasinin yapilmasi

> Hazirlanan formiilasyonlar zebra baliklarina uygulanarak hastaliga yararinin in

vivo olarak test edilmesidir.
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OZET

Alzheimer Tedavisine Yonelik Ilac Tasiyiea Sistemlerin  Gelistirilmesi,
Karakterizasyonu ve Etkinliginin incelenmesi

Bu doktora tezinde Humanin ve Donepezil HCI yiiklii SLN formiilasyonlarinin
gelistirilmesi, Apo-E ve Tf ile beyine hedeflendirilmesi, in vitro ve in vivo olarak
KBE’den geg¢isinin degerlendirilmesi bdylece hem yan etkilerin azaltan hem de
biyoyararlanimin artiran hastaliga alternatif bir tedavi yonteminin gelistirilmesi
amaclanmugtir.

Demans; 0Ogrenme, hafiza, oryantasyon, dil fonksiyonlar1 ve mental
fonksiyonlarin bozulmasi ile karakterize, sosyal hayati etkileyen, progresif
norodejeneratif bir santral sinir sistemi (SSS) hastaligidir. Alzheimer hastalig1 en sik
rastlanan demans tiirtidiir. Alzheimer i¢in etkili tedaviler gelistirilmedigi stirece, 2050
yilinda hasta sayisinin tiim diinyada 115 milyonun iizerine ¢ikacagi dngdriilmektedir.
Alzheimer, zihinsel ve biligsel azalma ile gilinlik yasamdaki olagan aktiviteleri
etkileyerek hastanin yasam kalitesini diigiirlir. Alzheimer i¢in mevcut tedaviler
semptomatiktir; bu nedenle hastaligi 6nlemeye veya ilerlemesini geciktirmeye yonelik
yeni tedavi yontemlerine acilen ihtiyag vardir.

Kat lipit nanopartikiiller (SLN), yapilarinda yer alan lipitlerin biyouyumlu ve
biyoparcalanabilir olmasi, akut ve kronik toksisitesinin olmamas1 ve bliyiik 6lcekli
tiretimlerinin  gerceklestirilebilmesi nedeniyle ilgi ¢eken bir tastyic1 sistemdir.
Calismamizda SLN’ler homojenizasyon/ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanmistir.

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda yag/siirfaktan tipi, yag/siirfaktan
konsantrasyonu, dis fazda kullanilan sulu ortamin tipi, etken madde miktari
homojenizasyon/ sonikasyon hizi ve siireleri gibi parametreler degistirilerek
formiilasyonlarin partikiil boyutu, zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi, in vitro
salim profilleri, morfolojileri incelenmis ve bu 6zellikleri uygun olanlar segilerek,
Apo-E ve Tf ile modifiye edilmistir. Hedeflendirilmis formiilerde de ayni
karakterizasyon caligmalar1 ylirtitiilmiistiir.

Hedefli ve hedeflendirilmemis partikiiller hCMEC/D3, RBEC ve SH-SY5Y
hiicrelerine uygulanarak in vitro sitotoksisite, hiicresel alim ve KBE’den gegis; zebra
baliklarina uygulanarak in vivo ortamdaki sitotoksisiteleri ve beyine gecisleri
degerlendirilmistir.

Sonuglarimiz Humanin ve Donepezil HCI igeren hedeflendirilmis SLN’lerin
basar ile beyine gectigini gostermektedir.

Anahtar Sézciikler: Alzheimer hastaligi, Hedeflendirme, ilag tasiyici sistem, Kan
beyin engeli, Kat1 lipit nanopartikiil.
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SUMMARY

Preparation, Characterisation and Investigation of Drug Delivery Systems for
Alzheimer’s Disease

In this Ph.D. thesis, it was aimed to develop Humanin and Donepezil HCI
loaded SLN formulations, target them with Apo-E and Tf, and evaluate them in vitro
and in vivo, thus reducing side effects and increasing bioavailability and developing
an alternative treatment method for the disease.

Dementia is a progressive neurodegenerative CNS disease characterized by
learning, memory, orientation, language functions and impaired mental functions,
affecting social life. Alzheimer's disease is the most common type of dementia. As
long as the effective treatments for Alzheimer's are not developed, the number of
patients in 2050 is projected to exceed 115 million worldwide. Alzheimer's reduces
the quality of life of the patient by affecting mental/cognitive decline and the usual
activities in daily life. Current treatments for Alzheimer's are symptomatic, so there is
an urgent need for new treatment modalities to prevent or delay disease progression.

Solid lipid nanoparticles (SLNSs) are an attractive carrier system because of the
lipids in their structure are biocompatible and biodegradable, have no acute and
chronic toxicity, and can be produced on a large scale. In our study, SLNs were
prepared by homogenization / ultrasonication method.

The effects of type of the lipid/surfactant and their amounts, quantity of active
substance, type of aqueous solution which is wused as external phase,
homogenization/sonication times and speeds, on particle size, encapsulation
efficiencies, zeta potentials, drug release profiles and morphology of nanoparticles
were investigated. Apo-E and TF were binded to suitable formulations for targetting.
In vitro characterisation studies were also carried out for targetted formulations.

Cellular effects of SLNs in terms of cytotoxicity, uptake and permeability by
hCMEC/D3, RBEC and SH-SY5Y cells were evaluated. Also by applying SLNs to
zebrafish, their in vivo cytotoxicity and their transition to the brain were determined.

Our results show that targeted SLNs containing Humanin and Donepezil HCI
are successfully transferred to the brain.

Keywords: Alzheimer’s disease, Blood-brain barrier, Drug delivery, Drug targeting,
Solid lipid nanopatrticle.
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