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OZET

DONEPEZIL HIDROKLORUR YUKLU PLGA BAZLI NANOSISTEMLERIN
HAZIRLANMASI, KARAKTERIZASYONU VE ANTI-ALZHEIMER
ETKINLIKLERININ BELIRLENMESI

Merve KOMUR
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2023

Danisman: Dog. Dr. A. Alper OZTURK

Alzheimer hastaligi; beyin hiicrelerinin zamanla 6liimii sebebiyle hafiza kayba,
bunama (demans) ve bilissel fonksiyonlarin azalmasiyla gelisen tibbi durumdur. Kan
Beyin bariyeri Alzheimer tedavisindeki en onemli engellerden birini olusturmaktadir.
Donepezil, Alzheimer hastaligi tedavisinde simdiye kadar FDA (Food and Drug
Administratition) tarafindan onaylanmis dort adet kolinesteraz inhibitorleri arasinda yer

almaktadir.

Bu tez ¢alismasinda donepezil HCI, santral sinir sistemi asetilkolinesterazlarina
yiiksek oranda segiciliginin olmasi ve yan etkisinin az olmasi sebebiyle Alzheimer
tedavisindeki nanopartikiil yaklasimimiz i¢in uygun ajan olarak segilmistir. Donepezil
HCI yiikli PLGA nanopartikiilleri ¢oziicii buharlastirma teknigi ile hazirlanmistir.
Nanopartikiil hazirlanmasi i¢in birden fazla metot denenmis ve bu metotlarin
nanopartikiilleri hazirlamadaki etkinlikleri gozlemlenmistir. Uygun olarak [-DNP
formiilasyonu se¢ilmis olup partikiil boyutunu etkileyen parametreler incelenmistir. DSC,

FT-IR ve '"H-NMR analizleri ile enkapsiilasyon kanitlanmistir.

Sonug olarak in vivo CAM deneyleri ile I-DNP kodlu formiilasyonun anjiyogenezi
zayiflattigin (azalttigi/inhibe ettigi) belirlenmis ve hazirlanan nanopartikiil sistemin
kolinerjik sistemin uyarilmasiyla yeni bir anti-anjiyojenik tedavi olabilecegi kararina
varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Alzheimer, Donepezil HCI, Enkapsiilasyon, PLGA, Nanopartikiil



ABSTRACT

PREPARATION, PREPARATION, CHARACTERIZATION AND
DETERMINATION OF ANTI-ALZHEIMER EFFECTS OF DONEPEZIL
HYDROCHLORIDE LOADED PLGA BASED NANOSYSTEM

Merve KOMUR

Department of Pharmaceutical Technology

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2023

Supervisor: Assot. Prof. Dr. A. Alper OZTURK

Alzheimer's disease; It is a medical condition that develops with memory loss,
dementia (dementia) and decreased cognitive functions due to the death of brain cells
over time. The blood-brain barrier is one of the most important obstacles in Alzheimer's
treatment. Donepezil is among the four cholinesterase inhibitors approved by the FDA

(Food and Drug Administration) in the treatment of Alzheimer's disease so far.

In this thesis study, donepezil HCI was chosen as a suitable agent for our
nanoparticle approach in Alzheimer's treatment due to its high selectivity to central
nervous system acetylcholinesterases and low side effects. Donepezil HCI loaded PLGA
nanoparticles were prepared by solvent evaporation technique. More than one method has
been tried for nanoparticle preparation and the effectiveness of these methods in preparing
nanoparticles has been observed. Appropriately, the I-DNP formulation was selected and
the parameters affecting the particle size were examined. Encapsulation has been proven
by DSC, FT-IR and 1H-NMR analyses.

As a result, it was determined by in vivo CAM experiments that the I-DNP coded
formulation weakens (reduces/inhibits) angiogenesis, and it was decided that the prepared
nanoparticle system could be a new anti-angiogenic treatment by stimulating the

cholinergic system.
Keywords: Alzheimer, Donepezil HCI, Encapsulation, PLGA, Nanoparticle.
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler igin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakc¢ada yer verdigimi; bu ¢calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tim

ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.

Merve KOMUR
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1. GIRIS

Norodejeneratif hastaliklar arasinda bulunan Alzheimer hastaligi (AD)’nin
tedavisinde rivastigmin, donepezil, galantamin ve memantin FDA tarafindan klinik
kullanim i¢in onaylanan ilaglardir. Alzheimer hastaliginda semptomlar hafif, orta ve
siddetli olmak iizere li¢ agsamadan olusur. FDA tarafindan 1986 yilinda onaylanan bir
piperidin tiirevi olan Donepezil, AD'nin tiim evrelerinin tedavisinde kullanilan tek ilagtir.
Piyasada bulunan donepezil preparatlari, donepezil hidrokloriir (DNP) tabletleri
seklindedir. Alzheimer hastalarinin ilact her giin zamaninda almalar1 ¢ok zordur. DNP
tabletlerin oral uygulamasi ishal, kas kramplari, yorgunluk, mide bulantisi, kusma ve
uykusuzluk gibi pek ¢ok yan etkiye neden olabilir; bu nedenle, uzun siireli ve parenteral

uygulama i¢in yapilan ¢aligmalar anlam kazanmaktadir.

Bu tezde amaglanan AD tedavisi i¢in simdiye kadar gelistirilmis yontemlerin yani
sira kan beyin bariyerini de g6z 6niinde bulundurarak anti-alzheimer etkili nano sistemleri
hazirlayip karakterizasyonunu arastirmaktir. DNP’nin tagidigi 6zellikleri dolayisiyla
polimerik nanopartikiil hazirlanmasinda polimer olarak PLGA (Resomer 502 H) uygun
goriilmiistiir. Bu tez c¢alismasinda DNP yiiklii PLGA bazli nanopartikiiller ‘Cift
Emiilsifikasyon Coziicii Buharlagtirma’ yontemi ile hazirlanmig ve sulu faz igeriginde
bulunan PVA konsantrasyonun ve prob sonikasyon siiresinin nanopartikiil 6zellikleri
lizerine etkisi incelenmistir. Incelenen sonuglardan sonra uygun formiilasyon segilmistir.
Uygun formiilasyonun {izerine trehaloz etkisi degerlendirilmis ve saklama kosullari
ortaya ¢ikmustir. Gastrointestinal sivilarda 24 saatlik stabilite testi gergeklestirilmistir.
Ayn1 zamanda dissoliisyon, salim kinetigi ve kati hal karakterizasyon analizleri

gerceklestirilmistir.

In vivo CAM deneyleri ile I-DNP kodlu formiilasyonun anjiyogenezi zayiflattigini
(azalttigr/inhibe ettigi) belirlenmis ve hazirlanan nanopartikiil sistemin kolinerjik

sistemin uyarilmasiyla yeni bir anti-anjiyojenik tedavi olabilecegi sonucuna varilmistir.



2. KAYNAK BILGiSi

2.1. Nanopartikiillerin Tanim ve Cesitleri

Nanoteknolojinin ortaya ¢ikisindan bu yana, aktif farmasotik bilesenler (API'ler)
icin tastyict olarak nanopargaciklarin kullanilmasi ilag salimi alaninda O6nemli bir
arastirma ilgisi olugsmustur. Bu tasiyicilar, hastaliklarin tedavisi, 6nlenmesi ve teshisi i¢in
en umut verici dozaj formlarindan biri haline gelmistir. Bir nanoparcacik igine bir API
yiiklemek, onu viicudun dogal savunmalari tarafindan metabolize edilmekten koruyabilir

ve kan dolasimindaki biyoyararlanimini artirabilir (Crucho ve Barros, 2015).

Farmasdtik nanopartikiiller, biyolojik olarak parcalanabilen veya parcalanamayan
kati, mikron alti boyutlu ilag tasiyicisi olarak tanimlanir (Pinto Reis vd., 2006).
Nanopartikiil terimi hem nanokiireler hem de nanokapsiiller i¢in birlesik bir isimdir.
Nanokiireler, ilacin diizgiin bir sekilde dagildigi matris sistemidir, nanokapsiiller ise
ilacin benzersiz bir polimerik zar ile ¢evrelendigi sistemdir (Pal vd., 2011). Nanokiire ve

nanokapsiil yapis1 Sekil 2.1.”de sematik olarak sunulmustur.

Nanokiire Nanokapsiil
Polimerik Matriks Polimerik kabuk + Yagh veya
sulu gévde

Polimerik Zincir

ilag Molekiilii e

Sekil 2.1. Nanokiire ve nanokapsiil yapisimin sematik gosterimi (Derman, Kizilbey ve Akdeste, 2013)



2.1.1. Polimerik nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller, farmasotik uygulamalar i¢in diinya ¢apinda ila¢ salim
sistemleri olarak kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir. Degistirilmis ilag salimi

saglamalar1 en 6nemli dzelliklerindendir (Oztiirk vd., 2019).

Nanopartikiiller uzun yillar 6nce kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik
ajanlarin taginmasi ve asilar i¢in arastirilmistir. Nanopartikiiller, mikron alt1 boyut/ nano
boyutlu 6zellikleri ile mikropartikiiler sistemlere gore hiicre i¢i alimlar1 daha fazla ve iyi
olmaktadir (Derman, Kizilbey ve Akdeste, 2013).

Polimerik nanopartikiiller, ilacin ¢oziindiigii, hapsedildigi, kapsiillendigi ya da bir
matris haline hazirlanan, 1000 nm’den diisiik (10-1000 nm) boyuttaki biyouyumlu ve

biyopargalanan polimerlerden hazirlanir (Nagavarma vd., 2012).

Bir ila¢ verme sistemi olarak nanopartikiilleri kullanmanin avantajlar1 sunlardir:

1. Nanopartikiiller boyutlar1 ve benzersiz yiizey 6zellikleri sayesinde aktif ve pasif
ilag hedeflemesine uygundur (Mohanraj ve Chen, 2007).

2. Nanopartikiillerin hazirlanmasinda biyoparcalanabilir materyallerin
kullanilmasidir. Biyopargalanabilir materyaller, modifiye salim saglamaya olanak
saglar. Ayrica nanopartikiiller; peptid ve proteinlerin, ilag etkin maddelerinin
stabilitesi arttirma potansiyeline sahiptir (Derman, Kizilbey ve Akdeste, 2013).

3. Enkapsiilasyon etkinlikleri yiiksektir ve bu ozellikleri ile etkin maddenin
intraselliiler dagilimi artar (Sengel-Tiirk ve Hasgigek, 2009).

4. Sistem, okiiler, nazal, rektal, oral, parenteral vb. ¢esitli uygulama yollar1 ile
kullanilabilir (Mohanraj ve Chen, 2007). Geleneksel oral ve intravendz uygulama
yontemlerine gore etkinlik agisindan 6nemli bir gelisme sunarlar (Nagavarma vd.,
2012).

5. Diistik partikiil boyutlar1 nanopartikiillerin timor hiicreleri igine alimini saglar ve
hiicreler tarafindan tutulmalar1 artmaktadir (Sengel-Tiirk ve Hasgigek, 2009).

6. Sterilizasyonlar1 olduk¢a kolaydir, fizyolojik ortamda biyopargalanabilir ve
parcalanan ara tirtinleri toksik 6zellik gostermez (Derman, Kizilbey ve Akdeste,

2013).



2.1.2. Polimerik nanopartikiil hazirlamada kullanmilan polimerler

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda dogal (proteinler, polisakkaritler) ve sentetik
olarak tiretilen polimerler kullanilmaktadir. Literatiir incelendiginde ilk hazirlanan
nanopartikiillerin albumin gibi dogal polimerlerden veya poli (metil metakrilat), poli
(akrilamid) gibi biyopargalanabilir olmayan sentetik polimerlerden iretildigi
goriilmektedir (Derman, Kizilbey ve Akdeste, 2013). Tablo 2.1°de ilag tasiyict olarak

tasarlanan nanopartikiilleri olusturan en yaygin kullanilan polimerler sunulmustur.

Tablo 2.1. Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan bazi polimer drnekieri (Vauthier ve Bouchemal,

2009)
Tip Isim Kisaltma veya
Ticari Isimler*

Sentetik poli(laktit) PLA

homopolimerler
Poli(laktit-ko-glikolit) PLGA
Poli(epsilon-kaprolakton) PCL
Poli(izobiitilsiyanoakrilat) PICBA
Poli(izoheksilsiyanoakrilat) PIHCA
Poli(n-bitilsiyanoakrilat) PBCA
Poli(akrilat) ve poli(metakrilat) Eudragit*

Dogal polimerler Aljinat

Kitosan
Jelatin
Albiimin

Kopolimerler Poli(laktit)-poli(etilen glikol) PLAN-PEG
Poli(laktit-ko-glikolid)-poli(etilen glikol) PLGA-PEG
Poli(epsilon-kaprolakton)-poli(etilen glikol) PCL-PEG

Poli(hekzadesilsiyanoakrilat-ko-poli(etilen glikol) ~ Poli(HDCA-PEGCA)
siyanoakrilat)




Kolloidal Dekstran

stabilizatorleri
Pluronik F68 F68
Polivinil alkol) PVA
Kopolimerler (yukariya bakin

Tween® 20 veya Tween® 80

[Tablo 2.1. (Devam) Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan bazi polimer ornekleri (Vauthier ve
Bouchemal, 2009)]

Polimerler toksik olmamasi ve antijenite olusturmamasi agisindan viicutla uyumlu
olmali ve biyolojik olarak pargalanabilir olmalidir. Dogal polimerler, polimerik

nanopartikiillerin hazirlanmasinda en sik kullanilan polimerlerdir (Nagavarma vd., 2012).

Biyobozunur ve biyouyumlu polimerler, poli laktik asit (PLA), poliglikolik asit
(PGA) veya bunlarin kopolimerlerinden (PLGA) iiretilen nanopartikiiller, ilag salim

sistemleri i¢in en yogun sekilde arastirilan polimerlerdir (Cohen-Sela vd., 2009).

Sentetik polimerler, dogal polimerlere gore yiiksek saflik ve tekrar tiretilebilirlik
avantajma sahiptir. Ozellikle, poli(laktid-ko-glikolit) (PLGA) insanlarda kullanilan
tedavi, teshis gibi ilag tasiyici sistemlerde FDA (ABD Gida ve Ila¢ Dairesi) tarafindan
onaylanmustir (Astete ve Sabliov, 2006).

2.1.3. Polimerik nanopartikiil hazirlanmasinda kullanilan yontemler

Polimerik nanopartikiiller, kullanilma amacma ve ilacin fiziko-kimyasal
ozelliklerine bagl olarak farkli yontemler ile hazirlanabilmektedir. Belirli bir uygulama
i¢in istenen Ozelliklere sahip nanopartikiilleri elde etmek icin en uygun yontemin se¢imi

hayati bir rol oynar (Crucho ve Barros, 2017).

Nanopartikiillerin hazirlanmasina yonelik birgok ydntem iki ana adim igerir.
Emiilsifiye edilmis bir sistemin hazirlanmasi birinci adima karsilik gelirken, siirecin
ikinci adiminda nanopartikiiller olusturulur. Bu ikinci adim, bir polimerin ¢okelmesi veya

jellesmesi veya monomerlerin polimerizasyonu ile elde edilir. Genelde bu ikinci adimin

5



prensibi yonteme adini verir. Metodun adi, organik ¢oziicliniin ¢okeltilmesi veya
buharlagtirilmasiyla olusabilen ikinci adimin ilkelerinden gelmektedir (Pulingam vd.,
2022).

Birka¢ durumda, nanopartikiiller baslangictaki emiilsifiye edilmis sistemle ayni
zamanda olusur. Uygun emiilsifiye edilmis sistemler emiilsiyonlar, mini emiilsiyonlar,
nano emiilsiyonlar ve mikro emiilsiyonlar olabilir (Vauthier ve Bouchemal, 2009). Tablo

2.2’de nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in kullanilan teknikler gosterilmistir.

Tablo 2.2. Nanopartikiillerin hazirlanmas i¢in ¢esitli tekniklerin sematik gosterimi (Crucho ve Barros,

2017)
Monomerlerden Elde Yontemleri Polimerlerden Elde Yoéntemleri
Emiilsiyon Polimerizasyonu Coziicii Buharlastirma
Mini Emiilsiyon Polimerizasyonu Tuzla Coktiirme
Mikro Emiilsiyon Polimerizasyonu Nano Coktiirme
Yiizeyler Arasi Polimerizasyonu Diyaliz
Kontrollii Radikal Polimerizasyonu Stiperkritik S1vi Teknolojisi

Onceden olusturulmus polimerlerden nanopartikiillerin  hazirlanmas1  igin,
stiperkritik bir ¢ozeltinin hizli bir sekilde genlesmesini veya stiperkritik bir ¢dzeltinin s1v1
¢oziicliye hizli bir sekilde genlesmesini iceren ¢oziicli buharlagtirma, tuzlama, diyaliz ve

stiperkritik s1v1 teknolojisi gibi yontemler kullanilabilir (Rao ve Geckeler, 2011).

2.1.3.1. Diyaliz yontemi

Diyaliz yontemi diisiik boyutlu ve monodispers nanopartikiillerin hazirlanmasi igin
basit ve etkili bir yontemdir. Polimer ilk olarak organik bir ¢6ziicii iginde ¢oziindiirtiliir
ardindan uygun molekiiler agirliga sahip bir diyaliz tiipii i¢ine yerlestirilir (Nagavarma
vd., 2012).



Diyaliz yontemi, onceki karisabilir madde ve karisabilen solvent olmayan bir
maddeye karsi gerceklestirilir. Coziicliniin zar i¢inde yer degistirmesini, ¢ozlniirliik
kayb1 ve homojen nanoparcgacik siispansiyonlarinin olusumu nedeniyle polimerin
ilerleyen agregasyonu izler (Rao ve Geckeler, 2011). Sekil 2.2°de diyaliz yontemi ile

nanopartikiillerin hazirlanmasi gosterilmistir.

Faz 2
Diyaliz torbasina
yerlestirilen organik Diyaliz
soltisyon — &
Faz 1
Sulu Cozelti

Nanopartikul stispansiyon

Karigtirma

* ilag -1,‘11’ Polimer cubugu

Sekil 2.2. Diyaliz yontemi (Crucho ve Barros, 2017)

Temel 6n kosullar, ¢oziiciilerin karisabilirligi ve seyreltik polimer ¢ozeltilerinin
varligidir. Ek olarak, arayiizey gerilimindeki bir artig, polimer agregasyonu ile sonuglanir
ve nanopartikiillerin kolloidal bir siispansiyonunun olusumuna yol agar. Diyaliz basit ve
yaygin bir yontem olmasina ragmen, kars1 diyaliz ortaminin biiyiik hacmi, islemin uzun
siirmesi nedeniyle nanopartikiile yiiklenen etkin maddenin erken salinmasina neden

olabilir (Crucho ve Barros, 2017).

2.1.3.2. Siiper kritik sivi teknolojisi

Nanopartikiil iiretimi i¢in ¢evre acisindan daha giivenli yontemler gelistirme

ihtiyaci, siiperkritik akiskanlarin daha g¢evre dostu coziiciiler olarak kullanilmasina,



yiiksek saflikta ve herhangi bir organik ¢Oziicii izi olmadan nanopartikiil {iretim

potansiyeline yonelik arastirmalar1 motive etmistir (Nagavarma vd., 2012).

Stiperkritik akiskanlar (SCF), kritik sicakliginin (Tc) ve kritik basincinin (Pc)
tizerinde sikistirilmis ve 1sitilmis bir sividir. Bu tiir kosullarda, fizikokimyasal 6zellikleri
bir gaz ve bir s1vi1 arasinda orta diizeydedir. Bu, sivinin bir gaz gibi davrandig1 ve ayrica
bir sivinin tipik yogunluguna ve dolayisiyla ¢6zme 6zelliklerine sahip oldugu maddenin
yeni bir halidir. Siiper kritik karbon dioksit (scCO,), hafif kritik kosullara sahip olmasi,
bol olmasi, ucuz olmasi, yanici olmamasi, toksik olmamasi ve ¢evreye zararsiz olmasi
nedeniyle en yaygin kullanilan SCF'dir. Siiper kritik akiskan teknolojisinin uygulanmasi,
yiiksek basingl ekipman igin yiiksek yatirim gerektirir (Crucho ve Barros, 2017).

Ek olarak, ¢cok sayida siiperkritik sivinin mevcudiyetine ragmen, ¢ogu polimer,
siiperkritik sivilarda zayif ¢oziiniirlik veya hatta ¢dziinmezlik sergiler ve bu, bu

teknolojinin ana dezavantajidir (Crucho ve Barros, 2017).

2.1.3.3. Coziicii buharlastirma yontemi

Bu yontemde ugucu ¢oziiciiler iginde polimer ¢ozeltileri hazirlanir ve emiilsiyonlar
formiile edilmektedir (Nagavarma vd., 2012). Diklorometan ve kloroform ge¢miste
yaygin olarak kullanilmasina ragmen giiniimiizde yerini daha iyi bir toksikolojik profil
gosteren etil asetat yer almaktadir. Hazirlanan emiilsiyonun nanopartikiil siispansiyonuna
donilismesi, emiilsiyonun siirekli fazi boyunca yayilmasma izin verilen polimerin
¢oziiciisiiniin buharlastirilmasiyla gerceklesmektedir. Islem oda 1sisinda ya da vakum
altinda gergeklestirilen yavas bir islemdir (Vauthier ve Bouchemal, 2009). Sekil 2.3’te

ilgili yontem sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Emiilsifikasyon ¢oziicii buharlastirma yontemi (Pulingam vd., 2022)

Emiilsiyonlarin hazirlanmas1 i¢in iki ana strateji kullanilmaktadir; tek
emiilsiyonlarin hazirlanmasina ornek olarak su (S) iginde yag (Y) (Y/S) veya cift
emiilsiyonlarin hazirlanmasina 6rnek olarak (S/Y)/S verilebilir. Bu yontemler, diisiik
basing altinda veya oda sicakliginda siirekli manyetik karistirma ile yiliksek hizli
homojenizasyon veya ultrasonikasyon, ardindan ¢6ziiciiniin oda 1sisinda ya da vakum
altinda buharlastirilmasini icerir. Ardindan olusan nanopartikiiller, ultrasantrifiijleme ile
toplanabilir ve yiizey etkin maddeler gibi katki maddelerini uzaklastirmak icin distile su
ile yikanabilir. En son asamada kati {iriin elde etmek i¢in formiilasyon liyofilize edilir

(Nagavarma vd., 2012).

(Coziicli buharlastirma teknigi, polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda ¢ok
yaygin olarak kullanilmaktadir. Kisaca, polimer, ilacin iginde ¢6ziildiigii / dagildig: bir
organik ¢oziicii i¢inde ¢oziiliir. Nihai ¢ozelti daha sonra, bir emiilsiyon olusturmak i¢in
yiiksek homojenlestirme altinda poli vinil alkol (PVA), polisorbat 80, poloksamer 188
vb. gibi siirfaktan / emiilsifiye edici madde igeren sulu faza eklenir. Kararli emiilsiyonun
olusumundan sonra, organik ¢oziicli ya sicaklig diisiirilmiis basing altinda arttirarak ya
da siirekli karistirarak buharlastirilir / cikarilir. Uretilen nanosiispansiyon, ince bir
nanopartikiil tozu elde etmek i¢in dondurularak kurutulur (Mahalingam ve
Krishnamoorthy, 2015).



2.1.3.3.1. Tekli emiilsiyon ve buharlastirma yontemi

Suda yag emiilsifikasyon prosesleri, tekli emiilsiyon proseslerinin 6rnekleridir.
Uygun miktardaki polimer, tek fazli bir ¢ozelti hazirlamak i¢in 6nce suyla karismaz,
ucucu bir organik ¢oziici (6rn. diklorometan (DCM)) iginde ¢oziiliir. Cozeltide bir
dispersiyon olusturmak icin ¢ozeltiye yaklagik 20-30 pm partikiil biiyiikliigiindeki ilag
eklenir. Bu polimer ¢oziinmiis ilag disperse soliisyon daha sonra biiyiik hacimde su i¢inde
emilgatér (polivinil alkol (PVA) vb.) varhiginda uygun sicaklikta karistirilarak
emiilsifiye edilir. Daha sonra organik c¢Oziiciinlin buharlasmasina izin verilir veya
uygulanabilir kosullar altinda yag damlaciklarini sertlestirmek igin 6zii ¢ikarilir (Makadia
ve Siegel, 2011). Sekil 2.4’te tekli emiilsifikasyon-¢6ziicli buharlastirma yontemi sematik

olarak gosterilmistir.

Organik ¢oziicu
iginde polimer

Polimer NPs

Motorlu
karigtiner ——* |
— '
'-q i
v e : .. .
Cozicu Nanopargacik Jeats gt
Buharlagmasi kurtarma P
. p * e 0. o
Sulu o
gozelti

Sekil 2.4. Tekli emiilsifikasyon-¢oziicii buharlastirma yontemi (Pulingam vd., 2022)

Onceki durumda, emiilsiyon, solvent buharlastik¢a karistirma hizinin kontrol
edilmesiyle diisiik veya atmosferik basingta tutulur. Ikinci durumda, emiilsiyon, yag
damlaciklar ile iligkili ¢oziiciiyii dagitmak icin biiylik miktarda suya (siirfaktanli veya
ylizey aktif maddesiz) veya baska sondiirme ortamina aktarilir. Nihai kat1 mikrokiireler
daha sonra yikanir ve uygun kosullar altinda kurutularak nihai bir enjekte edilebilir

mikrokiire formiilasyonu elde edilir (Makadia ve Siegel, 2011).
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2.1.3.3.2. Cift emiilsiyon ve buharlastirma yontemi

Cift emiilsiyon kavramina ilk olarak 1925 yilinda William Seifriz tarafindan
erisilmis ve yag fazinin yogunlugunun nihai emiilsiyonun o6zellikleri tizerindeki etkisi
arastirilmistir.  Cift  emiilsiyonun  stabilitesi esas olarak adimlarin  ¢dziinen
konsantrasyonuna veya ozmotik basincina baglidir. Dis fazdaki artan ozmotik basing
emilsiyonun i¢ damlaciklarimin genislemesini saglarken, azalan ozmotik basing i¢
damlaciklarin biiziilmesinde 6nem tasir. Ozmotik basing disinda (her iki sulu fazdaki
¢oziinen konsantrasyonundaki farkliliktan dolay1), Laplace basinct da (damlaciklarin
boyutu ve yiizey geriliminden dolay1) dahili damlaciklar i¢cinde ayni1 yiliksek basinca ilham

verir ve erken birlesme ve ¢ift pargalanma ile sonuglanabilir (Panigrahi vd., 2021).

Su i¢inde yag emiilsiyon yontemleri, steroidler gibi suda ¢oziinmeyen ilaglar i¢in
ideal olan tekli emiilsiyon yontemlerinin aksine suda ¢dziinen ilaclar1 kapsiillemek icin
en uygun olanlardir. Ik olarak, uygun miktarda ilag sulu fazda (deiyonize su)
¢Oziindiiriiliir ve daha sonra bu ila¢ ¢dzeltisi, bir yag i¢inde su emiilsiyonu elde etmek
tizere kuvvetli karistirma ile DCM veya kloroform i¢indeki PLGA ve/veya PLA
cozeltisinden olusan organik faza eklenir. Daha sonra, yag i¢inde su birincil emiilsiyonu
PVA sulu soliisyonuna eklenir ve uygun gerilimli karigtirma kosullarinda yaklasik bir
dakika daha emiilsifiye edilir. Daha sonra organik solventin buharlagsmasina izin verilir
veya suda yag emiilsiyon teknikleriyle aymi sekilde ekstrakte edilir. Cift emiilsiyon
proseslerinde, solvent se¢imi ve karigtirma hizi agirlikli olarak kapsiilleme verimini ve
nihai partikiil boyutunu etkiler (Makadia ve Siegel, 2011). Sekil 2.5°te ¢ift emiilsiyon ve

¢Oziicii ugurma yontemi gosterilmistir.

11



/ ) /0

&  l¢sufan ,‘ ars
‘ l
(;ozucu ugurma @ @
sonikasyon o ° @
itk somkasyon o Liyofilizasyon
o Nanopartlkuller
_—,/
Yag fazi W1/0 Emulslyonu W1/0/W2 Emiilsiyonu

Sekil 2.5. Cift emiilsiyon ve ¢oziicti ugurma yontemi Chaofan vd., 2014)

Cift emiilsiyon, uygun adsorbent iizerine adsorbe edilebilir veya nanopartikiiller,
yiiksek hizda santrifiijleme/ultrasantrifiijleme ve uygun yikama ile izole edilebilir

(Panigrahi vd., 2021).

2.1.3.4. Tuzla ¢coktiirme

Tuzla ¢oktiirme teknigi, cevre ve fizyolojik sistem igin tehlikeli olan yiizey aktif
maddeler ve klorlu ¢oziiciiler gibi organik ¢oziiciilerin kullaniminin iistesinden gelmek
icin emiilsiyon isleminin degistirilmis bir versiyonudur. Kisaca ila¢ ve polimer, suda
karisabilen organik ¢6ziicii iginde ¢oziiliir ve elde edilen ¢ozelti, stirekli karistirma altinda
tuz giderme maddesi ve dengeleyici igeren sulu ¢ozeltiye ilave edilir. Magnezyum kloriir,
kalsiyum kloriir ve magnezyum asetat yaygin olarak kullanilan tuzlama maddeleridir. Bu
tuzlama maddeleri, organik ¢6ziiciiniin sulu fazda karigsmasini Onleyerek emiilsiyon
olusumuna neden olur. Emiilsiyonun fazla miktarda suyla seyreltilmesiyle elde edilen ters
tuzlama etkisi, polimerin ¢okelmesine yol agar, bu da ilact polimer matrisi iginde
kapstiller ve nanopartikiillerin olusumuyla sonuglanir. Capraz akigh filtrasyon teknigi,
kalint1 solventi ve tuzlama maddelerini uzaklastirmak i¢in kullanilir (Mahalingam ve

Krishnamoorthy, 2015). Sekil 2.6.”da ters tuzlama yontemi sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Emiilsifikasyon-ters tuzlama-out yontemi (Crucho ve Barros, 2017)

2.1.3.5. Piiskiirtme kurutma yontemi

Piiskiirterek kurutma teknigi, sivilari siirekli bir islem altinda kurutulmusg
parcaciklara doniistiiriir. Diislik fiyat, hizli islem ve {iretilen tozlarin fizikokimyasal
ozelliklerini degisen islem parametreleriyle modiile etme imkani gibi avantajlar sayesinde
dondurarak kurutmaya ilging bir alternatif olabilir. Proteinler gibi 1siya duyarli
molekiilleri 6nemli 6l¢iide bozulmadan koruyan bir tedavidir. Piiskiirterek kurutmaya tabi
tutulan karisim genellikle sulu siispansiyondur ve kurutma yardimecisi olarak eklenen bir
¢Oziiniir bilesik igerir. Kurutma yardimci maddelerine 6rnek olarak koloidal silikon
dioksit, laktoz, manitol ve PVP (204) verilebilir. Piiskiirterek kurutma iglemi doért 6nemli
adimi igerir; (1) beslemenin, yani nanopartikiil slispansiyonunun bir sprey halinde
atomizasyonu, (2) sprey-hava temasi, (3) spreyin kurutulmasi ve (4) kurutulmus tiriiniin
kurutma gazindan ayrilmasidir. Dondurarak kurutma tekniklerine benzer sekilde,
nanopartikiil siispansiyonu kuru bir formiilasyona doniistiiriiliir. Toz form, nano
partikiilleri olusturan polimerin camsi1 gecis sicakligimin altindaki bir sicaklikta
saklanmalidir. Ana sorun, agregalarin ayrigmasinin zor olabilecegi tozun yeniden

dagitilmasi sirasinda bulunabilir (Vauthier ve Bouchemal, 2009).
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2.1.3.6. Nanogoktiirme yontemi

Nanog¢doktiirme yontemi, polimer(ler), aktif molekiil(ler) ve yiizey aktif madde(ler)
iceren bir ¢ozilicii veya suyla karisabilen ¢oziiciilerin karisimini i¢ceren homojen bir
organik fazin, ¢oziicii olmayan bir sulu faza eklenmesinden olusur veya solvent olmayan
polimer(ler) ve siirfaktan (lar)in bir karisimidir. Temel olarak, bu teknik, belirli bir
polimerin iyi ¢oziiciiden zayif ortama aktarilmasi yoluyla ¢okelmesi olarak tanimlanabilir

(Minost vd., 2012). Sekil 2.7’de nanog¢oktiirme yontemi sematik olarak gésterilmistir.

Organik ¢ozelti
Polimer + Etkin

Solvent
(’_ Buharlasmasi
Sulu ¢ozelti ~——
Su ve yuzey aktif 2
madde* /O 2 /O
Polimerin Cékelmesi Polimerik Nanopartikdiller
* istege bagh * ilag ", Polimer 9 sarfaktan

Sekil 2.7. Nanog¢doktiirme yontemi (Crucho ve Barros, 2017)

Nanogoktiirme yontemi baslica {i¢ ana bilesenden olusmaktadir. Bunlar; sentetik,
yart sentetik veya dogal polimer, polimer solventi ve polimer igin ¢oziicii olmayan
solvent. Polimer ¢oziicii olarak suyla karigabilen ve buharlastirilarak uzaklastiriimasi
kolay olan etanol, aseton, heksan, metilen kloriir veya dioksan gibi organik ¢6ziicii segilir.
Aseton bu yontemde siklikla kullanilan bir polimer ¢oziiciisiidiir. Farkli durumlarda
¢Oziicli karisimlarindan, az miktarda su igeren asetondan, ectanol ile aseton

karisimlarindan ve metanolden olusur (Rao ve Geckeler, 2011).
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(Coziicliniin sulu faza hizli difiizyonu, iki faz arasindaki araylizey geriliminde bir
azalmaya neden olur, bu da yiizey alanin1 artirir ve herhangi bir mekanik karigtirma
olmadan bile kiigiik organik ¢ozilicii damlaciklarinin olusmasina yol agar. Bununla
birlikte, suda ¢oziinen ilaglar i¢in zayif tutma verimliligi saglar. Modifiye Nanog¢oktiirme
yontemi, sulu faz pH'sinin etkisi ve ilag tuz formundaki degisiklik gibi gesitli yaklagimlari
iceren poli (D, L-laktid-ko-glikolid) (PLGA) polimeri kullanilarak gelistirilmistir (B.
Mishra, Patel ve Tiwari, 2010).

2.2. PLGA

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), glikolik ve laktik asidin iki siklik dimerinin
rastgele halka agma kopolimerizasyonuyla elde edilen sentetik bir kopolimerdir. Laktik
ve glikolik asit, alifatik bir lineer poliester olusturan kopolimerizasyon sirasinda rastgele
bir sirayla ester baglantisiyla birbirine baglanir (Locatelli ve Franchini, 2012). Sekil

2.8’de PLGA’nin molekiiler yapis1 gosterilmistir.

O
Moery
CH, w
= - x - - y

Sekil 2.8. PLGA 'nin molekiiler yapist (Danhier vd., 2012)

Polimerik nanopartikiilleri formiile etmek i¢in gelistirilen farkli polimerler arasinda
PLGA, ¢ekici 6zelliklerinden dolay1 biiyiik ilgi gormiistiir. Bu 6zellikler; (i) biyolojik
olarak parcalanabilirlik ve biyouyumluluk, (ii) parenteral uygulama i¢in ilag dagitim
sistemlerinde FDA ve Avrupa ilag Ajans1 onayu, (iii) iyi hidrofilik veya hidrofobik kiigiik

molekiiller veya makromolekiiller gibi gesitli ilag tiirlerine uyarlanmig formiilasyonlari
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ve iiretim yontemlerini, (iv) ilacin bozunmaya kars1 korunmasini, (v) siirekli / uzatilmis /
modifiye salim saglamasi, (vi) fizyolojik kosullardan koruma saglamak igin yiizey
Ozelliklerini degistirme olasilig1 ve/veya biyolojik malzemelerle daha iyi etkilesim (vii)
nanopartikiilleri belirli organlara veya hiicrelere hedefleme olasiligir bunlara 6rnektir.
Tiim bunlar, PLGA'nin kanser, inflamasyon, asilama ve farkli hastaliklarin tedavisi gibi
cesitli tip uygulamalarinda ilag salim sistemleri olarak nanopartikiillerini tasarlamak igin

neden segildiginin en énemli kanitlaridir (Danhier vd., 2012).

Mikrokiireler, nanopartikiiller ve implantlar gibi PLGA tabanli kontrollii ilag salim
sistemleri, farkli klinik talepleri karsilamak i¢in birka¢ giinden aylara kadar uzun vadeli
siirekli ilag salintm1 saglayabilir. Halihazirda, kapsiillenmis kiigiik molekiillii ilaclarin,
proteinlerin veya peptitlerin siirekli salimi i¢in ticari olarak temin edilebilen birkag PLGA

bazli iiriin halihazirda mevcuttur (Guo vd., 2015).

PLGA, insanlarda ¢esitli ilag salim sistemlerinde ABD, FDA’1n yani1 sira Avrupa
Ilag Ajansi (EMA) tarafindan da onaylanmistir. Polimerler, farkli molekiil agirliklar: ve
kopolimer bilesimleri ile ticari olarak temin edilebilir. Bozunma siiresi, molekiiler agirlik

ve kopolimer oranina bagli olarak aylardan yillara kadar degisebilir (Danhier vd., 2012).

Polimerizasyon reaksiyonu sirasinda laktitin glikolide orani degistirilerek farkl
PLGA bigimleri elde edilebilir. PLGA 50:50 (%50 laktik asit ve %50 glikolik asitten
olusan bir kopolimeri ifade eder), PLGA 75:25, PLGA 80:20, vb. (Sharma vd., 2016).

PLGA kullanmanin en biiyiik avantaji, bu kopolimerin sulu bir ortamda tamamen
biyolojik bozunmaya ugramasidir. Bu iglem, polimer zincirinde bulunan ester baglarinin
hidrolitik bozunmasi yoluyla gerceklesir ve tiim polimerik matriste tek tip bir orana
sahiptir. Bu sekilde, zincirde bulunan karboksilik asitlerin sayis1 artar ve bu, biyolojik
bozunma siirecini katalize ediyor gibi goriiniir. PLGA kopolimerinin ilk biyobozunma
tirtinleri, viicutta karbondioksit ve su olarak metabolize edilerek atilabilen veya bobrekte
degismeden atilabilen iki orijinal monomer olan laktik ve glikolik asitlerdir (Locatelli ve

Franchini, 2012).

PLGA hemen hemen her tiirlii konfigiirasyonda islenebilir ve ¢esitli molekiilleri

enkapsiillemek i¢cin kullanilabilir. PLGA polimerleri, tetrahidrofuran, aseton,
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diklorometan, kloroform ve etil asetat gibi gesitli ugucu organik c¢oziiciiler iginde

¢ozlinebilmektedir (Sharma vd., 2016).

PLA ve PGA, iki monomer endojen oldugundan ve viicut tarafindan Krebs dongiisii
yoluyla kolayca metabolize edildiginden, ilag iletimi veya biyomateryal uygulamalari

i¢cin PLGA kullanimi ile minimal bir sistemik toksisite iligkilidir (Danhier vd., 2012).

2.2.1. PLGA formiilasyon yontemleri

PLGA nanopartikiilleri, ilaglar, peptidler, proteinler, asilar ve niikleotidler igin
tastyici olarak kullanilmistir. Nanopartikiiller, ila¢ etkin maddelerini bozunmaya karsi
koruyabilir ve modifiye ila¢ salim1 saglayabilir (Sah vd., 2013).

PLGA nanopartikiillerinin hazirlama yontemleri ve 6zellikleri daha dnce gozden
gecirilmistir. PLGA nanopartikiillerinin olusumu i¢in en yaygin kullanilan yontem, tek
veya ¢ift emiilsiyon-¢6ziici buharlagtirmadir (Lii vd., 2009). Nanopartikiiller ayrica
arayiizey biriktirme yontemi olarak da adlandirilan nanogoktiirme yontemiyle de

olusturulabilir (Danhier vd., 2012).

2.2.2. Fizikokimyasal ozellikleri

PLGA hemen hemen farkli morfolojide ve boyutta islenebilir ayrica farklh
boyutlardaki molekiilleri kapsiilleyebilir. Aseton, klorlu ¢oziiciiler, etil asetat veya
tetrahidofuran dahil olmak iizere ¢ok gesitli yaygin ¢oziiciilerde ¢oziiniir. PLGA su
ortaminda ester baglantilarinin hidrolizi ile biyolojik olarak parcalanir. PLGA
kopolimerleri daha az hidrofiliktir, daha az su emer ve ardindan daha yavas bozunur.
PLGA'min hidrolizi nedeniyle, tipik olarak kati bir formiilasyonun degigsmez tanimlari
olarak kabul edilen camsi gegis sicakligi (Tg), nem igerigi ve molekiiler agirlik gibi

parametreler zamanla degisebilir (Makadia ve Siegel, 2011).

Yiizey modifikasyonunun etkinligi, ylizey yiikii oOlgiilerek tahmin edilebilir.

Yontemlerden biri, bir elektrik potansiyeli tarafindan izlenen yiiklii pargaciklarin
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hareketliligi yoluyla nanopargaciklarin zeta potansiyelinin ({) belirlenmesinden olusur.
Polimere ve yiizey modifikasyonuna bagl olarak zeta potansiyel degerleri pozitif, notr
veya negatif olabilir. Ortalama parcacik boyutu ve ¢oklu dagilma indeksi, foton
korelasyon spektroskopisi (dinamik 11k sagilmasi olarak da adlandirilir) ile 6lgiilebilir.
Bu teknik, parcaciklarin Brown hareketinin neden oldugu 1s18in dagilmasina
dayanmaktadir. Tipik olarak, nanopargaciklarin boyutu 100 ila 250 nm arali§indadir
(Danhier vd., 2012).

PLGA'nin mekanik giicii, molekiiler agirlik (Mw) ve polidispersite indeksi (PDI)
gibi fiziksel 6zelliklerden etkilenir. Ayn1 zamanda bu 6zelikler ilag salim sistemi olarak
formiile edilme kabiliyetini de etkiler, ila¢ salim sisteminin bozunma hizini ve hidrolizi
kontrol edebilir. Bununla birlikte, son ¢alismalar, ila¢ tipinin de salim hizinin

belirlenmesinde rol oynadigini bulmustur (Makadia ve Siegel, 2011).

2.3. Resomer® RG 502 H

Giiniimiizde birgok PLGA ¢esidi bulunmaktadir. Bunlara drnek olarak; Resomer®
RG 503, Resomer® RG 502, Resomer® RG 502 H, Resomer® RG 504 H, Resomer® RG
503 H vb. verilebilir. PLGA gesitliliginin sebebi laktik asit ve glikolik asit oranlar1 ug
bagliginin ester asit yapisindan kaynaklanmasidir (http-1). Tablo 2.3.’te 6zel bir PLGA

tiirevi olan Resomer® RG 502 H’1n &zellikleri sunulmustur.

Tablo 2.3. Resomer 502 H ozellikleri (http-2)

Kalite diizeyi 200

Bi¢im Amorf

Monomer orani Laktid: glikolid 50:50
Molekiiler agirhik 7.000-17.000
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Viskozite 0.16-0.24 dL/g, kloroformda (25 °C, Ubbelohde) %0,1 (w/v)
(boyut Oc cam kapiler viskozimetre)

Camsi gecis sicakhigi T 442-46 °C

Saklama kosulu 2-8°C

[Tablo 2.3. (Devam) Resomer 502 H ozellikleri (http-2)]

Genel olarak, farkli formiilasyonlardaki hidrofilik polimerler, nispeten yiiksek
glikolid i¢erigine (50:50) sahip PLGA kullanildiginda, ytiksek bir ilag salim patlamasi ile
sonuglanir. Daha yiiksek glikolit igerigi, polimeri daha hidrofilik hale getirir ve salim
ortamindan su alimmi kolaylastirir. Ug¢ bagslikli polimere kiyasla daha yiiksek bir
hidrasyonun yani sira daha yiiksek bir birlestirme verimliligi saglayan serbest karboksilik
u¢ gruplari tasiyan bir PLGA olan Resomer RG 502 H'ye karsilik gelir (Machado vd.,
2013).

2.4. Norodejeneratif Hastahiklar

Beyin hastaliklari; norodejeneratif hastaliklar, ndroinflamatuar hastaliklar ve
neoplastik hastaliklar olmak iizere {i¢ ana sinifa ayrilabilir. Norodejeneratif bozukluklar,
sporadik veya ailesel veya her ikisi birden olan farkli tipteki durumlari igerir ve bunlarin
ortak nedeni siirekli beyin hasaridir. Norodejeneratif hastaliklara neden olan kesin
faktorler hala bilinmemektedir. Ailede norodejeneratif hastalik Oykiisii olmasi,
norodejenerasyonun baglamasinda genetik bir bilesen oldugunu gosteren hastaligin

gelisme riskini artirir (Poovaiah vd., 2018).

Diinya capinda birka¢ milyon insan, merkezi sinir sisteminin belirli alanlarini
etkileyen ve secici beyin hiicrelerinin tiiriine bagh olarak kademeli ve ilerleyici biligsel

veya hareket bozukluklarina yol acan heterojen bir hastalik grubu olan nérodejeneratif
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hastaliktan etkilenmektedir. Bu patolojik durumlarin ¢ogu yasla iliskilidir (Foglio ve
Luigi Fabrizio, 2010).

Cogu zaman, sadece hastaligin baslama mekanizmas1 hakkinda spekiilasyonlar
vardir. Norodejeneratif hastalikta 6liim ¢ok siddetlidir. Bu hastalik, hastalarin giinliik

aktivitelerini engeller ve ayrica yagam beklentisini azaltir (R. Singh ve Geetanjali, 2017).

Norodejenerasyon, ndronlarin 6liimii de dahil olmak {izere merkezi sinir sisteminin
farkli boliimlerini etkileyen noronlarin yapisinin ve/veya islevinin ilerleyici bozulmasi
icin genel bir terminolojidir. Norodejeneratif hastaliklar arasinda Parkinson hastaligi
(PD), Alzheimer hastaligi (AD), amiyotrofik lateral skleroz (ALS), Huntington hastalig1
(HD) ve Down sendromu (DS), multipl skleroz (MS), Glokom, yasa bagli makula
dejenerasyonu (AMD) ve diyabetle iliskili ensefalopati (DE) bulunmaktadir.
Norodejeneratif hastaligin nedenleri arasinda -amiloid (A) ve -siniiklein (-S) birikimi,
oksidatif stres (OS), siiperoksit dismutaz mutasyonu (SOD-1), mitokondriyal islev
bozuklugu, COX-2 iltihab1 ve travmatik beyin hasar1 yer alir. Bu bozukluklar: tetikleyen
ilk olaylar birbirinden farkli olsa da meydana gelen bazi benzer biyokimyasal
reaksiyonlar, bu hastaliklarin bircogunu 1iyilestirebilecek terapdtik gelismelerin

gelistirilmesi i¢in umut vermektedir (Kim, Kim ve Han, 2012).

Norodejeneratif hastaliklar i¢in mevcut tedaviler, cogunlukla ilaglarin merkezi sinir
sistemine penetrasyonunu sinirlayan kan-beyin bariyerinin (BBB) varligindan dolay1
etkinlikten yoksundur (Fornaguera vd., 2015). Nanopartikiiller kiigiiltiilmiis boyutlar
nedeniyle, ¢esitli yollardan insan viicuduna niifuz etme ve sonunda kan-beyin bariyerini

(BBB) gegebilmektedir (Mushtaq vd., 2015).

Sinir sistemi viicudun diizenlenmesini ve koordinasyonunu yo6netir. Merkezi sinir
sistemi ve periferik sinir sistemi olmak tizere ikiye boliinmiistiir. Merkezi sinir sistemi
beyin ve omurilikten olusur. Bu sistemle iligkili bozukluklar arasinda vaskiiler, yapisal
ve fonksiyonel bozukluklar, dejenerasyonlar ve enfeksiyonlar yer alir. Noron ilaglari, bu
bozukluklarin tanisinda, 6nlenmesinde ve tedavisinde potansiyel bir rol oynamaktadir (R.

Singh ve Geetanjali, 2017).
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2.5. Alzheimer

Alzheimer hastaligi (AD), serebral korteks ve belirli subkortikal bolgelerdeki
sinapslarin ve noronlarin kaybindan kaynaklanan kiiresel ilerleyici hafiza kaybi, bilissel
bozulma ve davranig bozukluklar1 ile karakterize edilen en yaygin ve yikict
norodejeneratif hastaliktir. AD, 6liim sonrasi analizde ndrofibriler yumaklarin (NTF'ler),
senil plaklarin ve ndronal kaybin varligiyla teshis edilir. Noronal kayip, temporal lob ve
parietal lobda ve frontal korteks ve singulat girusun bazi kisimlarinda dejenerasyon dahil

olmak iizere etkilenen bdlgelerde biiyiik atrofi ile sonuglanir (Kim, Kim ve Han, 2012).

Bugiine kadar, AD patogenezini agiklayabilecek amiloid kaskadi hipotezi, tau
hipotezi, kolinerjik hipotez, metal iyonu hipotezi, oksidatif stres hipotezi vb. dahil olmak
tizere bir dizi hipotez onerilmistir (Qian vd., 2020). Bunlardan kolinerjik hipotez, klinik

olarak gegerli bir hedef olarak dogrulanmigtir (Brewster vd., 2019).

AD'de, noron biiylimesi, hayatta kalmasi ve yaralanma sonrast onarimi i¢in dnemli
olan ve ndronun zarindan niifuz eden bir transmembran proteini olan amiloid oncii
proteini (APP), daha kiiciik peptit fragmanlarina béliinlir. Bu parcalardan biri, A
fibrillerine neden olur ve bunlarin bazilari, senil plaklar olarak bilinen yogun olusumlarda
noronlarin diginda biriken yiginlar olusturur. Senil plaklar, sinaptik kayip ve anormal
noritik morfoloji ile iliskilendirilmistir; kortikal sinaptik entegrasyon. Yaslanma ile plak
sayisinin arttigi ve birikiminin noérotoksisite ile iliskili oldugu bulunmustur. Senil
plaklarla birlikte, A agregalarinin ¢oziinlir oligomerler, A'dan tiiretilmis dagilabilir
ligandlar (ADDL'ler) olarak birikmesinin de AD'nin patogenezinde 6nemli bir rol
oynadigi bulunmustur (Kim, Kim ve Han, 2012).

Nanoilaglar AD'nin tedavisi ve teshisi i¢in bilyiik potansiyel gostermis c¢ok iyi
terapdtik ajanlardir (R. Singh ve Geetanjali 2017). Nanopartikiiller, ila¢ yiikleme icin
yiiksek kapasite, diisiik veya hig sistematik toksisite, fiziksel ve kimyasal kararlilik, ilag
Ozelliklerinin farmasoétik olarak iyilestirilmesi ve ilag gibi 6zellikleri nedeniyle genis ilgi

kazanmustir (Poovaiah vd., 2018).

AD'deki noronal dejenerasyonun ve kognitif bozuklugun kesin patogenezi

belirsizligini korusada, AD ile iliskili farmakolojik ve norokimyasal kanitlardan biri,
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merkezi kolinerjik norotransmisyonda bir eksikliktir. Asetilkolin (ACh) sentezleyen
kolin asetiltransferaz (ChAT) aktivitesinin AD beynindeki korteks ve hipokampusta
belirgin sekilde azaldigi ve ChAT'nin tiikenmesinin bilissel bozuklugun ciddiyeti ile
korele oldugu bilinmektedir. Kolinesteraz inhibitorleri (ChEI) hidrolizi onleyebilir
sinaptik yarikta ACh konsantrasyonunu yiikseltir ve bu da kolinerjik iletimin artmasina

neden olur (P. Zhang vd., 2007).

AD beyin dokusunun 6liim sonras1 analizi tipik olarak bazal ve rostral kolinerjik
sistemlerdeki hasar1 ve anormallikleri ortaya ¢ikarir. Kolinerjik beyin ndronlarinin kaybi
ile farkindalik, dikkat, 6grenme, uyku ve ¢alisma bellegindeki azalma arasindaki iliski,
kolinerjik yolla terapotik miidahale ile sekillenmektedir. Bu c¢abalarin dogrudan bir
sonucu, asetilkolinesteraz inhibitérlerinin (AChEI'ler) kesfidir. Birgogunun klinik olarak
etkili kolinerjik ikameler olarak hizmet ettigi ve AD ile iligkili biligsel islev bozuklugunun

tedavisinde yaygin olarak kullanildigi goriilmiistiir (Brewster vd., 2019).

AD tedavisi acil bir ihtiya¢ olmasina ragmen, bugiine kadar etkili bir ilag mevcut
degildir. Sadece rivastigmin, donepezil, galantamin ve memantin FDA tarafindan klinik
kullanim i¢in onaylanmistir. Bununla birlikte, AD'nin karmasik patolojik ozellikleri
nedeniyle, bu ilaglar yalnizca semptomlari hafifletebilir (Z. Liu vd., 2021). Sekil 2.9.’da

AD tedavisi i¢in temsili terapdtikler sunulmustur.

OMe Me M ~
0 Me. o.__N__Me
N OMe p'] \n/ ~
Me (o}

Donepezil Rivastigmine
(AChEI) (AChEI)

NH, NH,
MeO.
S
I ~,
N
Memantine
Tacrine Galantamine (NMDA receptor
(AChEI) (AChEI) antagonist)

Sekil 2.9. AD tedavisi icin temsili terapétikler (Brewster vd., 2019)
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Modern ¢agda AD diinyaya yayilacaktir. 'BBB'nin nasil gegilecegine' odaklanan
¢ok sayida ilag modifikasyonu tasarlanmistir. AD'de semptomlar hafif, orta ve siddetli
olmak tizere ti¢ asamadan olusur. FDA tarafindan 1986 yilinda onaylanan bir piperidin
tiirevi olan Donepezil, AD'nin tiim evrelerinin tedavisinde kullanilan tek ilagtir (Tripathi

vd., 2021).

2.5.1. Alzheimer’da nanopartikiil tasiyici sistemler

Kan-beyin bariyeri (BBB), AD tedavisi i¢in en 6nemli engellerden birini temsil
eder. Bu engelin iistesinden gelmek igin pro ilaglar/ yardimci ilag salim sistemlerinin
formiilasyonu, antikorlar, lipozomlar veya nanopartikiil tasiyici sistemler gibi birgok
strateji gelistirilmistir. Nanopartikiillerin kullanim1 yoluyla BBB engelinin {istesinden
gelme yaklasimi, AD'in tedavisini iyilestirmeye adanmis modern farmasotik

arastirmalarda biiytik ilgi alanlarindan birini temsil eder (Bhavna vd., 2014).

Terapiler giinlimiizde AD tedavisi i¢in kullanilmis olmasma ragmen, beyni
hedeflemek i¢in daha yiiksek donepezil konsantrasyonu regete edildiginden, etkinlik hala
yetersizdir. Bu, gastrointestinal degisikliklerde ¢esitli yan etkilere yol agar. Siirekli artan
AD hasta sayist ile Anti-Alzheimer tedavi arastirmalar1 da ayni hizla gelismektedir. lag
salimi i¢in kullanilan nanopartikiiller, AD'nin tedavisi i¢in sistematik uygulama yolu ile
alternatif bir yol saglamakta ve ilacin herhangi bir enzimatik bozunmasi olmadan
herhangi bir insan organina ulagmaktadir. Daha kii¢iik boyutlu nanopartikiiller, BBB'yi
kolayca gecebilir ve ilacin merkezi sinir sisteminde farmakolojik aktivitesini artirabilir.
PLGA biyoyararlanimi ve biyouyumlulugu nedeniyle terapétik cihazlar igin AD
tedavisinde kullanilabilecek ila¢ salim sistemlerinin hazirlanabilecegi FDA onayl bir

polimerdir (Tripathi vd., 2021).

Su anda piyasada bulunan ve giinliik alinmasi gereken DNP (Donepezil HCI)
tabletleri bulunmaktadir. Ancak alzheimer hastalarinin ilaci her giin zamaninda almalari
cok zordur. DNP tabletlerin oral uygulamasi ishal, kas kramplari, yorgunluk, mide
bulantisi, kusma ve uykusuzluk gibi pek ¢ok olumsuz reaksiyona neden olabilir; bu
nedenle, uzun siireli ve parenteral uygulama i¢in bir regete gelistirmek cok anlamlidir

(Fang vd., 2019).
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In vivo ilaglarin uzun siire etkili salimmi saglamak i¢in, par¢alanmayan
implantlarin kullanimina ek olarak, en sik kullanilan formiilasyon, poli (laktik-koglikolik
asit) (PLGA) gibi pargalanabilir biyomalzemeler kullanilarak hazirlanan sistemlerdir.
PLGA bazli bu sistemler, (i) ilacin uzun etki siiresi, (ii) in vivo olarak tamamen bozunma
kabiliyeti, (iii) iyi biyouyumluluk ve (iv) yetenek gibi geleneksel farmasdtik dozaj
formlartyla karsilastirildiginda bircok avantaja sahiptir. Bu nedenle, PLGA tabanh

sistemler yaygin olarak kullanilmakta ve arastirilmaktadir (Fang vd., 2019).

2.6. Asetilkolin- Biitilkolin Esteraz

Beyin kolinesteraz fonksiyonunun onemli bir yonii, enzimatik farkliliklarla
ilgilidir. Memelilerin beyni iki ana kolinesteraz formu igerir; asetilkolinesteraz (AChE)
ve butirilkolinesteraz (BuChE). iki form genetik, yapisal ve kinetikleri agisindan farklilik
gosterir. insan beyninde BuChE, AD hastalarinda néronlarda ve glial hiicrelerde ve ayrica
noritik plaklarda ve yumaklarda bulunur. AD hastalarinin beyninde AChE aktivitesi
progresif olarak azalirken, BuChE aktivitesi bir miktar artig gosterir (Giacobini, 2004).

Kolinesteraz inhibitorlerinin (ChE) Alzheimer hastaligi (AH) tedavisindeki en
onemli terapotik etkisi, hastalarin yaklasik %50'sinde bilissel islevi en az 1 yillik bir siire
boyunca sabit bir diizeyde stabilize etmesidir. Yeni bulgular, hem asetilkolinesterazin
(AChE) hem de biitirilkolinesterazin (BuChE) beyinde asetilkolinin par¢alanmasinda rol
oynadigini ve bu enzimlerin ikili inhibisyonunun tedavinin etkinligini artirabilecegini ve
endikasyonlar1 genisletebilecegini gostermektedir. Butirilkolin, insan beyninde fizyolojik
bir substrat degil, iki tip kolinesteraz arasinda ayrim yapmak igin bir substrat olarak
kullanilan sentetik bir bilesiktir. Bu, BuChEmin islevini yorumlamayi1 zorlastirir

(Giacobini, 2004).

Bilissel islev, AD’de ciddi sekilde bozulur. En ciddi sekilde etkilenen modaliteler
arasinda, her ikisi de kolinerjik ndrotransmisyon tarafindan modiile edilen hafiza ve
dikkat yer alir. Kolin asetiltransferaz (ChAT) ve asetilkolin esteraz (AChE) kolinerjik
noronlar i¢in isaretleyici enzimlerdir ancak yalnizca ikincisi i¢in, pozitron emisyon

tomografisi (PET) ile insan in vivo goriintiileme i¢in bir izleyici mevcuttur. Orta ila
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siddetli demansi olan hastalarin serebral korteksinde 6liimden sonra hem ChAT hem de
AChE'de azalma gozlemlenmistir. AChE arasinda bir etkilesim olduguna dair gostergeler
de vardir. AChE, senil plak bilesenleri ile kararli bir kompleks olusturur ve hatta A
peptitlerinin  agregasyonunu ve amiloid olusumunu destekleyebilir. Amiloid
bilesenlerinin ndrotoksisitesi, AChE'nin varligiyla artabilir. AD beyinlerindeki genel
AChE diisiisiinliin aksine, en azindan sonraki asamalarinda, AChE'nin plaklarin
etrafindaki lokal konsantrasyonu, bu lezyonlar gelistikce fiilen artar. AChE, asetilkolini
hidrolize etmenin yani sira, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve stres ve amiloid
olusumu dahil olmak iizere ¢esitli hasar verici faktorlere yanitlar gibi bagka islevlerde de

yer alabilir (Eggers vd., 2006).

Asetilkolinesterazlar (AChE'ler), kolinerjik sinapslarda agirlikli olarak beyinde
bulunan o/p serin hidrolazlardir. Bu enzim ayrica merkezi ve periferik sinir sisteminde
de bulunmustur; sinir ve kas hiicrelerinde, kirmiz1 kan hiicrelerinin zarinda ve motor,
duyusal, kolinerjik ve kolinerjik olmayan liflerde. AChE, asetilkolinin hidrolizi yoluyla
bir sinir uyarisinin sonlandirilmasindan ve hiicrenin dinlenme durumuna geri

dondiiriilmesinden sorumludur (Brewster vd., 2019).

AD hastalarinda BuChE inhibisyonunun klinik 6nemi; BuChE, néritik plaklarda
AChE ile bulundugundan, BuChE'yi inhibe eden bir ilag, teoride, iki baglanma yerinin
bir sekilde cakistigi varsayilarak, AD hastasinda beta-amiloid olusumunu azaltabilir.
Secici BuChEI etopropazin ile ilk klinik girisim, yeni bir terapotik yaklasimi destekliyor
gibi goriinmektedir. BuChE i¢in yiiksek segicilige sahip inhibitdrlerin yakin zamanda
gelistirilmesi (simserin: 15 kat, bisnorsimserin: 110 kat, fenetilsimerin: 5000), in vivo-
mikrodiyalizle oOl¢iilen siganlarda ACh beyin seviyeleri {izerindeki artiric1 etkiyi

dogrulamistir (Giacobini, 2004).

2.7. Donepezil HCI

Geri doniisiimlii, yarigsmali olmayan bir asetilkolinesteraz inhibitorii (AChEI) olan
DNP, Subat 1997'de onaylanmis ve hafif ila orta dereceli AD'li hastalarda kullanima
sunulmustur (S. Doody, L. Cummings ve R. Farlow, 2012). Simirli rekabet¢i eylemle
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rekabetci olmayan aktivite sergileyen piperidin bazli geri doniistimlii bir inhibitordiir

(Brewster vd., 2019).

AD hastalarinin beyinlerindeki néronal hiicre kaybinin bir sonucu olarak, néronlar
arasindaki ilerleyici kolinerjik sinyal kaybini telafi etmek i¢in semptomatik bir tedavi

olarak gelistirilmistir (S. Doody, L. Cummings ve R. Farlow, 2012).

Ilging bir sekilde, DNP asetilkolinesteraz iizerinde etkilidir ve biitirilkolinesteraz
lizerinde sadece miitevazi bir etkiye sahiptir; bu, diger ajanlar (6rn., rivastigmin ve takrin)
icin gorlilen ikili aktivitenin tersidir (Brewster vd., 2019). Periferik dokularda
kolinesteraz tlizerinde belirgin etkiler olmaksizin bariz ve uzun siireli beyin kolinesteraz
inhibisyonu iiretir ve in vivo beyin asetilkolin igerigini arttirir (P. Zhang vd., 2007). DNP,
uygun terapotik profili nedeniyle genellikle hafif ila orta siddette AD'si olan hastalarda

birinci basamak tedavi olarak kabul edilir (Brewster vd., 2019).

DNP, ligandlar tarafindan aktivasyonu noroprotektif bir etki iireten endoplazmik
retikulum mitokondri araytiiziinde bulunan bir saperon proteini olan sigma-1 reseptoriine

baglanir (Espinoza vd., 2018).

Su anda, DNP ticari olarak sadece tablet ve kapsiillerin oral uygulama dozaj
formunda mevcuttur. Bununla birlikte, genellikle yasl kisilerde goriilen yutma giicligii
ve DNP’nin gastrointestinal yan etkileri, hastalarin uyumsuzluguna ve hatta tedavinin
kesilmesine veya basarisiz olmasina neden olabilir. Bu nedenle, hasta uyumunu
iyilestirmek amaciyla, AD hastalar1 i¢in agizdan olmayan yolla uygulanan uzun siireli
stirekli salim yapan bir dozaj formu oldukga arzu edilir (Guo vd., 2015). Bazi uzmanlara
gore; donepezil, DNP olarak tercih edilir, ¢linkii azaltilmis yan etkilerle uzun siireli olarak

uygulanabilir (Espinoza vd., 2018).

2.7.1. Alzheimer hastaliginda asetilkolinesteraz ve donepezil etkisi

AD gelisimi, AD'nin kolinerjik hipotezine yol agan, azalan asetilkolin seviyeleri ile
iligkilendirilmistir. ~ Asetilkolin  (ACh), kolinerjik noronlarin igindeki kolin

asetiltransferaz enzimi tarafindan katalize edilen bir reaksiyon olan asetil-CoA ve

26



kolinden sentezlenen bir ndrotransmiterdir. ACh, muskarinik ve nikotinik reseptdrleri
aktive etmek icin sinir impulslariin iletimi sirasinda sinaptik yariga salinir ve
asetilkolinesteraz (AChE) etkisiyle hidrolize edilir. Kolinerjik hipotez, merkezi kolinerjik
disfonksiyonun oldugunu belirtir. Sinir sistemi (CNS), AD'min 6zelligi olan bilissel
bozulmaya katkida bulunur. Bu nedenle, mevcut asetilkolin diizeylerini artirmak igin
kolinesteraz inhibitorleri (ChEI'ler) gibi farmakolojik tedaviler gelistirilmistir (Espinoza
vd., 2018).

Kolinerjik sistemin insan hafizasi ve 6grenmesindeki merkezi rolii ve Alzheimer

hastaligindaki etkisi, onu nérofarmakoloji ve tibbi kimya topluluklarinda bir odak noktasi

haline getirmistir (Brewster vd., 2019).

2.7.2. Donepezil HCI iceren preparatlar

Rx’de bulunan Donepezil HCI igeren preparatlar Tablo 2.4’te sunulmustur.

Tablo 2.4. Rx Donepezil HCI Igeren Preparatlar (http-3)

ALZAMED FILM KAPLI

ARICEPT EVESS AGIZDA

DEZIRA FILM TABLET 10

TABLET 5 mg 14 tablet DAGILAN TABLET 10 mg mg 28 tablet
84 tablet
ALZAMED FILM KAPLI ARICEPT FILM TABLET5 | DIVARE FILM TABLET 5 mg
TABLET 5 mg 28 tablet mg 14 tablet 14 tablet

ALZAMED FILM KAPLI

ARICEPT FILM TABLET 5

DIVARE FILM TABLET 10

TABLET 5 mg 28 tablet

TABLET 10 mg 28 tablet mg 28 tablet mg 28 tablet
ALZANCER EASYTAB ARICEPT FILM TABLET 10 DOENZA FILM TABLET 5
AGIZDA DAGILAN mg 28 tablet mg 14 tablet

ALZANCER EASYTAB
AGIZDA DAGILAN
TABLET 10 mg 28 tablet

ARYPEZ FILM TABLET 5
mg 14 tablet

DOENZA FILM TABLET 5
mg 28 tablet

ALZANCER FILM TABLET
5 mg 14 tablet

ARYPEZ FILM TABLET 5
mg 28 tablet

DOENZA FILM TABLET 10
mg 28 tablet
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ALZANCER FILM TABLET

ARYPEZ FILM TABLET 10

DOENZA FILM TABLET 10

5 mg 28 tablet mg 28 tablet mg 90 tablet
ALZANCER FILM TABLET DEMENT FILM TABLET 5 DOENZA ODT AGIZDA
10 mg 28 tablet mg 14 tablet DAGILAN TABLET 5 mg 28

tablet

ALZEPIL FILM KAPLI

DEMENT FILM TABLET 5

DOENZA ODT AGIZDA

TABLET 5 mg 14 tablet mg 28 tablet DAGILAN TABLET 10 mg 28
tablet
ALZIL FILM TABLET 5mg | DEMENT FILM TABLET 10 | DONCEP FILM TABLET 5 mg
14 tablet mg 28 tablet 14 tablet
ALZIL FILM TABLET 5mg | DEMENT FILM TABLET 10 DONCEP FILM TABLET 10
28 tablet mg 84 tablet mg 28 tablet
ALZIL FILM TABLET 10 DEZIRA COMBI DONEFIX FILM TABLET 5
mg 28 tablet UZATILMIS SALIMLI SERT mg 14 tablet
KAPSUL 10 mg/7 mg 28
kapsiil
ARICEPT EVESS AGIZDA DEZIRA FILM TABLET 5 DONEFIX FILM TABLET 5
DAGILAN TABLET 5 mg 28 mg 14 tablet mg 28 tablet

tablet

ARICEPT EVESS AGIZDA
DAGILAN TABLET 10 mg
28 tablet

DEZIRA FILM TABLET 5
mg 28 tablet

DONEFIX FILM TABLET 10
mg 28 tablet

DONEFIX FILM TABLET 10

DOZYL EASY AGIZDA

DOZYL EASY AGIZDA

mg 84 tablet DAGILAN TABLET 5mg 28 | DAGILAN TABLET 10 mg 28
tablet tablet
DOZYL FILM TABLET 5 DOZYL FILM TABLET 5 mg MEMKAR FILM TABLET 5
mg 14 tablet 28 tablet mg 14 tablet

MEMKAR FILM TABLET 5

MEMKAR FILM TABLET

MEMOBOOST FILM

mg 28 tablet 10 mg 28 tablet TABLET 5 mg 28 tablet
MEMOBOOQOST FILM NEUREM FILM TABLET 5 NEUREM FILM TABLET 5
TABLET 10 mg 28 tablet mg 14 tablet mg 28 tablet
NEUREM FILM TABLET 10 | NEUREM FILM TABLET 10 | NOPEZ FILM TABLET 5 mg
mg 28 tablet mg 84 tablet 14 tablet
NOPEZ FILM TABLET 10 REWIND EFERVESAN REWIND EFERVESAN
mg 28 tablet TABLET 5 mg 14 tablet TABLET 5 mg 28 tablet
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REWIND EFERVESAN
TABLET 10 mg 28 tablet

REWIND EFERVESAN
TABLET 10 mg 84 tablet

SALPEZIL FILM TABLET 90
mg/10 mg 28 tablet

SECCA FILM TABLET 5 mg
14 tablet

SECCA FILM TABLET 10
mg 28 tablet

ZHEDON FILM KAPLI
TABLET 5 mg 14 tablet

ZHEDON FILM KAPLI
TABLET 10 mg 28 tablet

ZHEDON FILM KAPLI
TABLET 10 mg 56 tablet

ZHEDON FILM KAPLI
TABLET 10 mg 84 tablet

[Tablo 2.4. (Devam) Rx Donepezil HCI Iceren Preparatlar (http-3)]
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

Madde adi

Aseton

Donepezil Hidrokloriir
Détero kloroform
Hidroklorik asit

Etil asetat

Potasyum fosfat monobazik
PVA

Resomer RG 502 H (PLGA)
Sodyum hidroksit

Trehaloz dihidrat

3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz adx

Buz Dolabi1

Cytation 3 Multi-mode
Derin Dondurucu

Distile su cihazi
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Firma adi

: Merck, Almanya

: Deva, Tiirkiye

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
. Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Amerika
. Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

Firma Ad1

Argelik, Tirkiye

Reader Biotek, ABD

Liebherr LGEX 3410 Medline, Isvicre

MiliQ Milipore, Fransa



Hassas terazi

Liyofilizator

Manyetik karistirict
Mikropipet seti

Oris™ Cell Seeding Stoppers
Oris™ Stopper Tool

pH metre

Prob sonikator

Su banyosu

The Oris™ Cell Migration Assay
Ultrasonik banyo
UV-Spektrofotometre
Vorteks

Zetasizer

Ohaus E1 2140, ABD
Scanvac-Coolsafe Pro, Danimarka
Jeiotech MS-53M, Giiney Kore
Eppendorf, Almanya

Platypus Technologies, CMA5.101
Platypus Technologies, CMA5.101
WTW Profi Lab pH 597, Almanya

Sonics, Amerika

GFL, Tissue float bath 1052, Almanya

Platypus Technologies, CMA5.101
Wisd Laboratory Instruments, Kore
Shimadzu, Japonya

Jeo Tech, Kore

Malvern Nano ZS, Ingiltere
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4. YONTEM

4.1. UV Spektrofotometre Validasyon Calismalari

In vitro calismalarda Donepezil HC1 (DNP) i¢in miktar tayini UV spektrofotometre
ile gergeklestirilmistir. Bu amagla enkapsiilasyon etkinligi ¢alismalart ve in vitro

dissoliisyon ¢alismalari i¢in iki farkli validasyon ¢aligsmasi yapilmistir.

4.1.1. Donepezil HCl i¢in aseton: su (1:1, h/h) ortaminda yapilan ¢alismalar

Yontemin uygunlugunun arastirilmasi ve bu amag¢ dogrultusunda yeterli, giivenilir
aynm1 zamanda tekrarlanabilir sonu¢larin alinmasi analitik yontem validasyonunun ana
amacidir. DNP i¢in aseton: su (1:1, h/h) ortaminda miktar tayini validasyonunda
dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik ve segicilik parametreleri inceleme parametresi
olarak se¢ilmis ve istatistiksel olarak incelenmistir. Bu calismanin degerlendirilme
Uluslararas1 Harmonizasyon Birligi’nin (ICH) kriterlerine gére yapilmistir (Dagron,
2014).

4.1.1.1. Absorbans belirleme calismalart

Enkapsiilasyon etkinligi ¢calismalarinda kullanmak tizere DNP i¢in aseton: su (1:1
h/h) ortaminda miktar tayini UV spektrofotometre ile gerceklestirilmistir. Maksimum
absorbans (Amax) degerinin bulunmasi i¢in ilk olarak 25 mg DNP tam olarak tartilmis
ardindan aseton: su (1:1 h/h) ile yikanarak balon jojeye alinip 25 mL’e aseton: su (1:1
h/h) karisimi ile tamamlanmistir. Bu ¢ozelti on dakika ultrasonik banyoda tutulmus ve
sonug olarak stok ¢6zelti hazirlanmistir. Stok ¢6zeltinin konsantrasyonun 1000.0 pg.mL"
! olmasindan hareketle farkli seyreltmeler ile daha diisiik konsantrasyonda ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler UV spektrofotometrede maksimum absorbans’in

bulunabilmesi i¢in 200-800 nm arasinda taranmustir (Jain vd., 2011).
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4.1.1.2. Dogrusallik

Validasyon c¢alismasinda dogrusalligin degerlendirilmesi i¢in li¢ farkli stok
¢ozeltiden 5.0 ile 50.0 pg.mL™* arasinda 6 farkli konsantrasyonda ¢dzelti hazirlanmustir.
Her ¢6zelti icin analizler 3 kez olacak sekilde tekrarlanmistir. Cozeltilerin 325 nm’de
absorbans degerleri kaydedilmistir. Bulunan absorbans degerleri ile regresyon analizi
yapilip DNP’e ait kalibrasyon egrisi, egriye ait olan dogru denklemi ve korelasyon

katsayis1 degeri (R?) elde edilmistir (da Silva Luna vd., 2022).

4.1.1.3. Kesinlik

Yontemin kesinlik dogrulamasini yapmak i¢in dogrusallik ¢aligmasinda kullanilan
konsantrasyonlar ~dikkate alinarak kKkalibrasyon araliginda bulunan 3 farklhi
konsantrasyonda 3 farkli giinde (15.0 pg.mL™?, 25.0 pg.mL™?, 35.0 pg.mL?) DNP igeren
coOzeltiler hazirlanmistir ve hazirlanan bu ¢ozeltilerin her bir konsantrasyon i¢in 3 farkl

giin analizler gerceklestirilmistir (A. Alper Oztiirk, Yenilmez ve Yazan, 2017).

4.1.1.4. Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu, kullanilan analitik yontemle elde edilen sonuglarla
gercek degerlerin birbirine yakinlhigidir. Bu analizlerde elde edilen sonuglar % verim ve
her seri igin bagil standart sapma olarak verilmektedir. Analitik metodun dogrulugunu
tespit etmek igin 3 farkli konsantrasyonda (15.0 pg.mL™, 25.0 pg.mL?, 35.0 ug.mL™)
3’er kez tekrarlanmistir (Aragjo vd., 2013).

4.1.1.5. Duyarlhihik

Tespit siir1 (LOD), numunede tespit edilebilecek en diisiik analit miktaridir.
Olgiim smir1 (LOQ) uygun kesinlik ve dogrulukla kantitatif olarak belirlenebilen numune

igindeki analit miktarlarinin en diisiik olmasidir (Kumari ve Khansili, 2020).

Analitik yontem validasyon ¢alismasi i¢in LOD ve LOQ degerleri standart sapma

yontemi kullanilarak Denklem 4.1. ve Denklem 4.2. yardimiyla ICH yo6nergelerine gore
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hesaplanmistir. Denklem 4.1 ve Denklem 4.2°de yer alan ¢ = yanitin standart sapmast;

S= regresyon ¢izgisinin egimidir (Yasir vd., 2020).

LOD = 3,3 X0
S
(4.1)
100 = 10X o
Q= S
(4.2)

4.1.1.6. Secicilik

Yontemin ozgilligii/segiciligi  i¢cin - UV-Spektrofotometre’den elde edilen
spektrumlar DNP, aseton: su (1:1 h/h) karisim1 ve [-Blank (Blank formiilasyon) i¢in 200-
800 nm araliginda elde edilen numunelerin spektrumlarindaki ortiismelerine bakilarak

belirlenmistir (Aragjo vd., 2013).

4.1.2. Donepezil HCI icin PBS pH 6.8 ortaminda validasyon calismasi

4.1.2.1. Absorbans belirleme calismalart

In vitro dissoliisyon ¢alismalarindan 6nce DNP i¢in fosfat tamponu (PBS pH 6.8)
ortaminda validasyon c¢alismalart UV  spektrofotometre ile gerceklestirilmistir.
Maksimum absorbans (Amax) degerinin bulunmasi i¢in 6ncelikle PBS pH 6.8 ile yikanarak
balon jojeye tam olarak tartilmis 25 mg DNP alinmig 25 mL’e PBS pH 6.8 karigimi ile
tamamlanmistir. Olusan ¢ozelti on dakika ultrasonik banyoda tutulmus ve sonug stok
¢ozelti hazirlanmistir. Stok ¢dzeltinin konsantrasyonun 1000.0 pug.mL? olmasindan

hareketle, seyreltmeler ile daha diisiik konsantrasyonda ¢dozeltiler hazirlanmigtir.
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Hazirlanan ¢ozeltiler UV spektrofotometride maksimum absorbans’in bulunabilmesi igin

200-800 nm arasinda taranmistir (Jain vd., 2011).

4.1.2.2. Dogrusallik

Validasyon ¢aligmasinda dogrusalligin degerlendirilmesi i¢in li¢ farkli stok
¢ozeltiden 5.0 ile 40.0 pg.mL™? arasinda 6 farkli derisimde ¢ozelti hazirlanmustir. Her
¢Ozelti i¢in analizler 3 kez olacak sekilde kez tekrarlanmistir. Cozeltilerin 315 nm’de
absorbans degerleri kaydedilmistir. Bulunan absorbans degerleri ile regresyon analizi
yapilip DNP’e ait kalibrasyon egrisi, egriye ait olan dogru denklemi ve korelasyon

katsayisi degeri (R?) elde edilmistir (da Silva Luna vd., 2022).

4.1.2.3. Kesinlik

Yontemin kesinlik dogrulamasini yapmak i¢in dogrusallik ¢alismasinda kullanilan
konsantrasyonlar ~ dikkate alinarak kalibrasyon araligmmda bulunan 3 farkl
konsantrasyonda 3 farkli giinde (15.0 pg.mL™, 25.0 ng.mL™, 35.0 pg.mL?) DNP iceren
¢ozeltiler hazirlanmistir ve hazirlanan bu ¢ozeltilerim her bir konsantrasyon i¢in 3 farkli

giin analizler gerceklestirilmistir (A. Alper Oztiirk, Yenilmez ve Yazan, 2017).

4.1.2.4. Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu, kullanilan analitik yontemle elde edilen sonuglarla
gercek degerlerin birbirine yakinlhigidir. Bu analizlerde elde edilen sonuglar % verim ve
her seri i¢in bagil standart sapma olarak verilmektedir. Analitik metodun dogrulugunu
tespit etmek i¢in 3 farkli konsantrasyonda (15.0 pg.mL™?, 25.0 pg.mL?, 35.0 pg.mL™?)
3’er kez tekrarlanmistir (Aragjo vd., 2013).
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4.1.2.5. Duyarlhihk

PBS pH 6.8 ortaminda yapilan validasyon ¢alismasi i¢in LOD ve LOQ analizleri
‘4.1.1.5. Duyarlilik’ boliimiinde yer verilen Denklem 4.1. ve 1 ve Denklem 4.2. yardimi

ile hesaplanmistir (Kumari ve Khansili, 2020; Yasir vd., 2020).

4.1.2.6. Secicilik

Yontemin 6zgilliigii/seciciligi, UV-Spektrofotometre‘den elde edilen spektrumlar
DNP, PBS pH 6.8 ve I-Blank (Blank formiilasyon) i¢cin 200-800 nm araliginda elde edilen
numunelerin spektrumlarindaki Ortlismelerine bakilarak belirlenmistir (Aratjo vd.,

2013).

4.2. Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

DNP suda ¢oziiniir bir etkin maddedir (Alshetaili vd., 2021). Bu sebeple literatiir
arastirmasi sonucunda bu tez ¢alismasi kapsaminda hazirlanan PLGA nanopartikiilleri
‘Cift Emiilsifikasyon Coziicli Buharlastirma’ yontemi kullanilarak hazirlanmasina karar
verilmistir (A Alper Oztiirk vd., 2020; A Alper Oztiirk ve Kirimlioglu, 2019; A Alper
Oztiirk ve Merve Giiven, 2019). Formiilasyon én deneme calismalarinda sulu fazda
kullanilan polivinil alkol (PVA) konsantrasyonu ve sonikasyon siireleri degistirilerek
deneme ¢aligmalar1 yapilmis ve uygun sonuglara gore optimum formiilasyon seg¢ilmistir.
Ilgili galismada 6zel bir PLGA tiirevi olan Resomer RG 502 H isimli polimer ile
calistlmistir. Bu c¢alismada hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlama

kosullar1 ve igerikleri Tablo 4.1.’de sunulmustur.
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Tablo 4.1. Hazirlanan blank ve DNP yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlama kosullart ve igerikleri

Organik faz ¢ozelti icerigi

Sulu faz ¢ozelti icerigi

Prob sonikasyon giicii

Prob sonikasyon siiresi

Kod
i PLGA DNP Etil asetat (Amplitiid) (Saniye)
A-Blank 60 mg - 3mL 9%0.5 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 60
A-DNP 60 mg 6 mg 3mL %0.5 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 60
B-Blank 60 mg - 3mL %0.5 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 90
B-DNP 60 mg 6 mg 3mL %0.5 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 90
C-Blank 60 mg - 3mL %0.5 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 120
C-DNP 60 mg 6 mg 3mL %0.5 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 120
D-Blank 60 mg - 3mL %0.75 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 60
D-DNP 60 mg 6 mg 3mL %0.75 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 60
E-Blank 60 mg - 3mL %0.75 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 90
E-DNP 60 mg 6 mg 3mL 9%0.75 (a’h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 90
F-Blank 60 mg - 3mL %0.75 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) % 60 120
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F-DNP 60 mg 6 mg 3mL 9%0.75 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 120
G-Blank 60 mg - 3mL %1.0 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 60
G-DNP 60 mg 6 mg 3mL %1.0 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 60
H-Blank 60 mg - 3mL %1.0 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 90
H-DNP 60 mg 6 mg 3mL %1.0 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 90
I--Blank 60 mg - 3mL %1.0 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 120
I-DNP 60 mg 6 mg 3mL %1.0 (a/h) PVA ¢ozeltisi (10 mL) %60 120

[Tablo 4.1. (Devam) Hazirlanan blank ve DNP yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlama kosullar1 ve igerikleri]
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4.2.1. A-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

A-Blank kodlu bos/blank formiilasyonun hazirlanmast igin ilk olarak, 20 mg.mL™*
(3 mL etil asetat, 60 mg PLGA) konsantrasyonu elde etmek i¢in tam olarak tartilan
PLGA, etil asetat icerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra, ultrasonik banyoda 1 dakika
boyunca 3 mL PLGA ¢ozeltisine 200 uL Polivinilalkol (PVA) ¢ozeltisi (%0.5 a/h) damla
damla ilave edilmistir (S1/Y emiilsiyonu). Olusan bu emiilsiyon, PVA ¢6zeltisi (%0.5 a/h,
10 mL) igine %60 amplitiid prob sonikasyon altinda 60 saniye boyunca damla damla ilave

edilmistir (S1/Y/S2 emiilsiyonu).

S1/Y/S2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karistiricida (250 rpm)
oda 1s1sinda buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi
igin santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi
icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan = siipernatant
uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmustir.

4.2.2. A-DNP kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

DNP iceren etkin maddeli A-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi
icin ilk olarak 6 mg DNP igeren 200 pL’lik PVA ¢ozeltisi (%0.5 a/h) hazirlanmistir. A-
Blank kodlu formiilasyonda oldugu gibi 20 mg.mL™? (3 mL etil asetat, 60 mg PLGA)
konsantrasyonunda PLGA ¢0zeltisi hazirlanmis ardindan ultrasonik banyoda 1 dakika
boyunca 3 mL PLGA ¢ozeltisine 200 uL. DNP igeren PVA ¢6zeltisi (%0.5 a/h) damla
damla ilave edilmistir. Olusan bu emiilsiyon PVA ¢ozeltisi (%0.5 a/h, 10 mL) i¢ine %60
amplitiid prob sonikasyon altinda 60 saniye boyunca damla damla ilave edilmistir
(S1/YIS2 emiilsiyonu).  Si/Y/S2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik
karistiricida (250 rpm) oda 1sisinda buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden
nanopartikiillerin toplanmast i¢in santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir.
Nanopartikiillerin toplanmas1 i¢in uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin

ardindan siipernatant uzaklastirilmig ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su iginde
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dagitilmig ve tekrar santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in

bu islem 3 kez uygulanmistir.

4.2.3. B-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

B-Blank kodlu bos/blank formiilasyonun hazirlanmast icin ilk olarak, 20 mg.mL™
(3 mL etil asetat, 60 mg PLGA) konsantrasyonu elde etmek i¢in tam olarak tartilan
PLGA, etil asetat igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra, ultrasonik banyoda 1 dakika
boyunca 3 mL PLGA ¢dzeltisine 200 uL Polivinilalkol (PVA) ¢ozeltisi (%0.5 a/h) damla
damla ilave edilmistir (S1/Y emiilsiyonu). Olusan bu emiilsiyon, PVA ¢ozeltisi (%0.5 a/h,
10 mL) i¢ine %60 amplitiid prob sonikasyon altinda 90 saniye boyunca damla damla ilave
edilmistir (S1/Y/S2 emiilsiyonu). S1/Y/Sz emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat
manyetik karistiricida (250 rpm) oda 1sisinda buharlastirilmis ve elde edilen sulu
¢ozeltiden nanopartikiillerin toplanmasi igin santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika)
uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi igin uygulanan santrifiij prosesinin
tamamlanmasinin ardindan siipernatant uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15
mL distile su i¢cinde dagitilmis ve tekrar santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam

olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez uygulanmaistir.

4.2.4. B-DNP kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

DNP igeren etkin maddeli B-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi
igin ilk olarak 6 mg DNP igceren 200 puL’lik PVA ¢ozeltisi (%0.5 a/h) hazirlanmistir. B-
Blank kodlu formiilasyonda oldugu gibi 20 mg.mL™ (3 mL etil asetat, 60 mg PLGA)
konsantrasyonunda PLGA ¢ozeltisi hazirlanmis ardindan ultrasonik banyoda 1 dakika
boyunca 3 mL PLGA ¢ozeltisine 200 pL. DNP iceren PVA ¢ozeltisi (%0.5 a/h) damla
damla ilave edilmistir. Olusan bu emiilsiyon PVA ¢ozeltisi (%0.5 a/h, 10 mL) i¢ine %60
amplitiid prob sonikasyon altinda 90 saniye boyunca damla damla ilave edilmistir

(S1/Y/S2 emiilsiyonu).

S1/Y/S2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karigtiricida (250 rpm)
oda 1si1sinda buharlasgtirilmis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi

i¢in santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi
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icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan  silipernatant
uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmaistir.

4.2.5. C-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

C-Blank kodlu bos/blank formiilasyonun hazirlanmasr igin ilk olarak, 20 mg.mL™*
(3 mL etil asetat, 60 mg PLGA) konsantrasyonu elde etmek i¢cin tam olarak tartilan PLGA
etil asetat icerisinde ¢Oziindiiriilmiistiir. Daha sonra, ultrasonik banyoda 1 dakika boyunca
3 mL PLGA ¢ozeltisine 200 pL Polivinilalkol (PVA) ¢ozeltisi (%0.5 a/h) damla damla
ilave edilmistir (S1/Y emiilsiyonu). Olusan bu emiilsiyon, PVA ¢ozeltisi (%0.5 a/h, 10
mL) i¢ine %60 amplitiid prob sonikasyon altinda 120 saniye boyunca damla damla ilave

edilmistir (S1/Y/S2 emiilsiyonu).

S1/Y/S2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karistiricida (250 rpm)
oda 1s1sinda buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi
icin santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi
icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan  silipernatant
uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmustir.

4.2.6. C-DNP kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

DNP igeren etkin maddeli C-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi
igin ilk olarak 6 mg DNP iceren 200 puL’lik PVA ¢ozeltisi (%0.5 a/h) hazirlanmistir. C-
Blank kodlu formiilasyonda oldugu gibi 20 mg.mL™ (3 mL etil asetat, 60 mg PLGA)
konsantrasyonunda PLGA ¢ozeltisi hazirlanmis ardindan ultrasonik banyoda 1 dakika
boyunca 3 mL PLGA ¢ozeltisine 200 uL DNP iceren PVA ¢ozeltisi (%0.5 a/h) damla
damla ilave edilmistir. Olusan bu emiilsiyon PVA ¢ozeltisi (%0.5 a/h, 10 mL) i¢ine %60
amplitiid prob sonikasyon altinda 120 saniye boyunca damla damla ilave edilmistir

(S1/Y[S2 emiilsiyonu).
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S1/Y/S2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karistiricida (250 rpm)
oda 1s1sinda buharlastirilmig ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi
i¢in santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi
icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan  silipernatant
uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmustir.

4.2.7. D-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

D-Blank kodlu bos/blank formiilasyonun hazirlanmasi i¢in ilk olarak, 20 mg.mL™
(3 mL etil asetat, 60 mg PLGA) konsantrasyonu elde etmek i¢in tam olarak tartilan PLGA
etil asetat icerisinde ¢oziindiiriilmiistlir. Daha sonra, ultrasonik banyoda 1 dakika boyunca
3 mL PLGA ¢ozeltisine 200 uL Polivinilalkol (PVA) ¢ozeltisi (%0.75 a/h) damla damla
ilave edilmistir (S1/Y emiilsiyonu). Olusan bu emiilsiyon, PVA ¢ozeltisi (%0.75 a/h, 10
mL) igine %60 amplitiid prob sonikasyon altinda 60 saniye boyunca damla damla ilave

edilmistir (S1/Y/S2 emiilsiyonu).

S1/Y/S2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karistiricida (250 rpm)
oda 1sisinda buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi
icin santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi
icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan  silipernatant
uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmustir.

4.2.8. D-DNP kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

DNP iceren etkin maddeli D-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi
icin ilk olarak 6 mg DNP igeren 200 pL’lik PVA ¢ozeltisi (%0.75 a/h) hazirlanmistir. D-
Blank kodlu formiilasyonda oldugu gibi 20 mg.mL? (3 mL etil asetat, 60 mg PLGA)
konsantrasyonunda PLGA ¢06zeltisi hazirlanmis ardindan ultrasonik banyoda 1 dakika

boyunca 3 mL PLGA ¢o6zeltisine 200 uL. DNP iceren PVA ¢ozeltisi (%0.75 a/h) damla
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damla ilave edilmistir. Olusan bu emiilsiyon PV A ¢ozeltisi (%0.75 a/h, 10 mL) i¢ine %60
amplitiid prob sonikasyon altinda 60 saniye boyunca damla damla ilave edilmistir

(S1/Y[S2 emiilsiyonu).

S1/Y/Sz2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karistiricida (250 rpm)
oda 1s1sinda buharlagtirilmig ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi
i¢in santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi
icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan = silipernatant
uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmistir.

4.2.9. E-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

E-Blank kodlu bog/blank formiilasyonun hazirlanmasi igin ilk olarak, 20 mg.mL*
(3 mL etil asetat, 60 mg PLGA) konsantrasyonu elde etmek i¢in tam olarak tartilan
PLGA, etil asetat igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra, ultrasonik banyoda 1 dakika
boyunca 3 mL PLGA ¢o6zeltisine 200 pL Polivinilalkol (PVA) ¢ozeltisi (%0.75 a/h)
damla damla ilave edilmistir (S1/Y emiilsiyonu). Olusan bu emiilsiyon, PVA ¢ozeltisi
(%0.75 a/h, 10 mL) igine %60 amplitiid prob sonikasyon altinda 90 saniye boyunca damla

damla ilave edilmistir (S1/Y/Sz emiilsiyonu).

S1/Y/Sz2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karistiricida (250 rpm)
oda 1s1sinda buharlasgtiriimig ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi
i¢in santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi
icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan = silipernatant
uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmastur.
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4.2.10. E-DNP kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

DNP igeren etkin maddeli E-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi
icin ilk olarak 6 mg DNP igeren 200 pL’lik PVA ¢ozeltisi (%0.75 a/h) hazirlanmstir. E-
Blank kodlu formiilasyonda oldugu gibi 20 mg.mL™? (3 mL etil asetat, 60 mg PLGA)
konsantrasyonunda PLGA ¢06zeltisi hazirlanmis ardindan ultrasonik banyoda 1 dakika
boyunca 3 mL PLGA ¢ozeltisine 200 ulL DNP igeren PVA ¢6zeltisi (%0.75 a/h) damla
damla ilave edilmistir. Olusan bu emiilsiyon PV A ¢ozeltisi (%0.75 a/h, 10 mL) i¢ine %60
amplitiid prob sonikasyon altinda 90 saniye boyunca damla damla ilave edilmistir

(S1/Y/S2 emiilsiyonu).

S1/Y/S2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karistiricida (250 rpm)
oda 1s1sinda buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi
icin santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi
icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan  silipernatant
uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmaistir.

4.2.11. F-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

F-Blank kodlu bos/blank formiilasyonun hazirlanmasi igin ilk olarak, 20 mg.mL*
(3 mL etil asetat, 60 mg PLGA) konsantrasyonu elde etmek i¢in tam olarak tartilan PLGA
etil asetat icerisinde ¢Oziindiiriilmiistiir. Daha sonra, ultrasonik banyoda 1 dakika boyunca
3 mL PLGA ¢o6zeltisine 200 uL Polivinilalkol (PVA) ¢6zeltisi (%0.75 a/h) damla damla
ilave edilmistir (S1/Y emiilsiyonu). Olusan bu emiilsiyon, PVA ¢ozeltisi (%0.75 a/h, 10
mL) i¢ine %60 amplitiid prob sonikasyon altinda 120 saniye boyunca damla damla ilave

edilmistir (S1/Y/S2 emiilsiyonu).

S1/Y/S2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karistiricida (250 rpm)
oda 1si1sinda buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi
i¢in santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmast
icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan  silipernatant

uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
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santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmistir.

4.2.12. F-DNP kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

DNP igeren etkin maddeli F-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmast
igin ilk olarak 6 mg DNP igeren 200 pL’lik PVA ¢ozeltisi (%0.75 a/h) hazirlanmustir. F-
Blank kodlu formiilasyonda oldugu gibi 20 mg.mL™? (3 mL etil asetat, 60 mg PLGA)
konsantrasyonunda PLGA ¢0zeltisi hazirlanmis ardindan ultrasonik banyoda 1 dakika
boyunca 3 mL PLGA ¢ozeltisine 200 ulL DNP igeren PVA ¢ozeltisi (%0.75 a/h) damla
damla ilave edilmistir. Olusan bu emiilsiyon PV A ¢ozeltisi (%0.75 a/h, 10 mL) i¢ine %60
amplitiid prob sonikasyon altinda 120 saniye boyunca damla damla ilave edilmistir

(S1/Y[S2 emiilsiyonu).

S1/Y/S2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karistiricida (250 rpm)
oda 1sisinda buharlasgtiriimis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi
icin santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi
icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan  silipernatant
uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmustir.

4.2.13. G-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

G-Blank kodlu bos/blank formiilasyonun hazirlanmasi igin ilk olarak, 20 mg.mL*
(3 mL etil asetat, 60 mg PLGA) konsantrasyonu elde etmek i¢in tam olarak tartilan PLGA
etil asetat icerisinde ¢Oziindiiriilmiistiir. Daha sonra, ultrasonik banyoda 1 dakika boyunca
3 mL PLGA ¢ozeltisine 200 uL Polivinilalkol (PVA) ¢ozeltisi (%1.0 a/h) damla damla
ilave edilmistir (S1/Y emiilsiyonu). Olusan bu emiilsiyon, PVA ¢ozeltisi (%1.0 a/h, 10
mL) i¢ine %60 amplitiid prob sonikasyon altinda 60 saniye boyunca damla damla ilave

edilmistir (S1/Y/S2 emiilsiyonu).
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S1/Y/S2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karistiricida (250 rpm)
oda 1s1sinda buharlastirilmig ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi
i¢in santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi
icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan  silipernatant
uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmustir.

4.2.14. G-DNP kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

DNP igeren etkin maddeli G-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi
i¢in ilk olarak 6 mg DNP igeren 200 uL’lik PVA ¢o6zeltisi (%1.0 a/h) hazirlanmistir. G-
Blank kodlu formiilasyonda oldugu gibi 20 mg.mL™? (3 mL etil asetat, 60 mg PLGA)
konsantrasyonunda PLGA ¢ozeltisi hazirlanmis ardindan ultrasonik banyoda 1 dakika
boyunca 3 mL PLGA ¢ozeltisine 200 pL. DNP iceren PVA ¢ozeltisi (%1.0 a/h) damla
damla ilave edilmistir. Olusan bu emiilsiyon PVA ¢ozeltisi (%1.0 a/h, 10 mL) ig¢ine %60
amplitiid prob sonikasyon altinda 60 saniye boyunca damla damla ilave edilmistir

(S1/Y[S2 emiilsiyonu).

S1/Y/Sz2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karistiricida (250 rpm)
oda 1s1sinda buharlasgtirilmig ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi
i¢in santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi
icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan = silipernatant
uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmistir.

4.2.15. H-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

H-Blank kodlu bos/blank formiilasyonun hazirlanmasi i¢in ilk olarak, 20 mg.mL™
(3 mL etil asetat, 60 mg PLGA) konsantrasyonu elde etmek i¢in tam olarak tartilan
PLGA, etil asetat icerisinde ¢dzlindiiriilmiistiir. Daha sonra, ultrasonik banyoda 1 dakika

boyunca 3 mL PLGA ¢ozeltisine 200 uL Polivinilalkol (PVA) ¢ozeltisi (%1.0 a/h) damla
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damla ilave edilmistir (S1/Y emiilsiyonu). Olusan bu emiilsiyon, PVA ¢ozeltisi (%1.0 a/h,
10 mL) igine %60 amplitiid prob sonikasyon altinda 90 saniye boyunca damla damla ilave
edilmistir (S1/Y/S2 emiilsiyonu).

S1/Y/Sz2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karistiricida (250 rpm)
oda 1s1sinda buharlagtirilmig ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi
i¢in santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi
icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan = silipernatant
uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmistir.

4.2.16. H-DNP kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

DNP igeren etkin maddeli H-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmast
igin ilk olarak 6 mg DNP igeren 200 pL’lik PVA ¢ozeltisi (%1.0 a/h) hazirlanmistir. G-
Blank kodlu formiilasyonda oldugu gibi 20 mg.mL™? (3 mL etil asetat, 60 mg PLGA)
konsantrasyonunda PLGA ¢06zeltisi hazirlanmis ardindan ultrasonik banyoda 1 dakika
boyunca 3 mL PLGA ¢ozeltisine 200 uLL DNP iceren PVA ¢ozeltisi (%1.0 a/h) damla
damla ilave edilmistir. Olusan bu emiilsiyon PVA ¢ozeltisi (%1.0 a/h, 10 mL) i¢ine %60
amplitiid prob sonikasyon altinda 90 saniye boyunca damla damla ilave edilmistir

(S1/Y/S2 emiilsiyonu).

S1/Y/S2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karistiricida (250 rpm)
oda 1sisinda buharlastiriimis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi
icin santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi
icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan  silipernatant
uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmustir.
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4.2.17. 1-Blank kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

I-Blank kodlu bog/blank formiilasyonun hazirlanmast igin ilk olarak, 20 mg.mL™*
(3 mL etil asetat, 60 mg PLGA) konsantrasyonu elde etmek i¢in tam olarak tartilan PLGA
etil asetat icerisinde ¢oziindiiriilmiistlir. Daha sonra, ultrasonik banyoda 1 dakika boyunca
3 mL PLGA ¢ozeltisine 200 uL Polivinilalkol (PVA) ¢ozeltisi (%1.0 a/h) damla damla
ilave edilmistir (S1/Y emiilsiyonu). Olusan bu emiilsiyon, PVA ¢ozeltisi (%1.0 a/h, 10
mL) i¢ine %60 amplitiid prob sonikasyon altinda 120 saniye boyunca damla damla ilave

edilmistir (S1/Y/S2 emiilsiyonu).

S1/Y/S2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karistiricida (250 rpm)
oda 1s1sinda buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi
igin santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmasi
icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan  silipernatant
uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmustir.

4.2.18. I-DNP kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

DNP igeren etkin maddeli I-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonun hazirlanmasi
icin ilk olarak 6 mg DNP igeren 200 pL’lik PVA ¢ozeltisi (%1.0 a/h) hazirlanmistir. G-
Blank kodlu formiilasyonda oldugu gibi 20 mg.mL™? (3 mL etil asetat, 60 mg PLGA)
konsantrasyonunda PLGA ¢0zeltisi hazirlanmis ardindan ultrasonik banyoda 1 dakika
boyunca 3 mL PLGA ¢ozeltisine 200 uL. DNP igeren PVA ¢6zeltisi (%1.0 a/h) damla
damla ilave edilmistir. Olusan bu emiilsiyon PVA ¢ozeltisi (%1.0 a/h, 10 mL) i¢ine %60
amplitiid prob sonikasyon altinda 120 saniye boyunca damla damla ilave edilmistir

(S1/Y/S2 emiilsiyonu).

S1/Y/S2 emiilsiyonu olustuktan sonra etil asetat manyetik karistiricida (250 rpm)
oda 1si1sinda buharlastirilmis ve elde edilen sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi
i¢in santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika) uygulanmistir. Nanopartikiillerin toplanmast
icin uygulanan santrifiij prosesinin tamamlanmasinin ardindan  silipernatant

uzaklastirilmis ve toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve tekrar
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santrifiije edilmistir. Nanopartikiillerin tam olarak yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez

uygulanmistir.

4.3. Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

4.3.1. Parcacik boyutu, parcacik boyutu dagilimi (PDI) ve zeta potasiyel

Nanopartikiillerin pargacik boyutu ve parcacik boyut dagilim / polidispersite
indeksi (PDI), Zetasizer Nano (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, Malvern,
Ingiltere) cihazi ile dinamik 151k sagilimi teknigi kullanilarak 6lgiilmiistiir. Hazirlanan
nanopartikiillerin pargacik boyut ve PDI degerleri, taze hazirlanmis formiilasyonlarin
distile suda dagitilmasiyla analiz edilmistir. Nanopartikiillerin Zeta ({) potansiyel
degerleri, 25 °C oda sicakliinda tek kullanimlik katlanmis bir kilcal zeta hiicrede ayni
cthaz kullanilarak belirlenmistir. Tiim formiilasyon numuneleri {i¢ kopya halinde
Olclilmiis ve Olclimlerin ortalama degerleri ve standart sapmasi hesaplanmigtir

(Baghirova, Kaya Tilki ve Oztiirk, 2023).

4.3.2. Kriyoprotektan etki ve saklama kosullarinin belirlenmesi

Kriyoprotektan etki ve saklama kosullarinin belirlenmesi i¢in 1 set optimum olarak
secilen formiilasyon I[-DNP kodlu formiilasyon hazirlanmistir. Hazirlanan taze
formiilasyonun pargacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli Olciilmiistiir. Ardindan
hazirlanan I-DNP kodlu formiilasyon tizerine santrifiij (11.000 rpm, 4°C, 30 dakika)
islemi uygulanmistir. Bu asamada trehaloz ¢ozeltisi (%5.0, a/h) hazirlanmis ve 0.22 um
membran filtreden siiziilmiistiir. Santrifiije edilen partikiillerin yikama proseslerinin
ardindan iizerine %5.0 (a/h) konsantrasyonunda hazirlanan trehaloz ¢ozeltisinden 1 mL
eklenip vortekslenmistir. Trehaloz ¢ozeltisi eklenen formiilasyon eppendorf tiiplerinde 5
esit kistma ayrilmis (5 tiip) ve bu tiiplere sirasiyla %5.0 a/h konsantrasyondaki trehaloz
¢ozeltisinden 1. tiipe 200 pL, 2. tiipe 300 pL, 3. tiipe 500 pL, 4. tiipe 600 pL, 5. tiipe 800
pL  eklenmistir. Tim tipler -20°C’de buzdolabinda dondurulmasinin ardindan
liyofilizatérde liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon sonucu, liyofilize toz nanopartikiil
formiilasyonlarinin iizerine 1 mL distile su eklenip vortekslenerek dagitilmistir. Her tiip

icin parcacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli 6l¢iilmiistiir. Tiim bu ¢aligma boyunca elde
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edilen sonuglar karsilastirilarak optimum formiilasyonun saklanmasindaki en iyi trehaloz
orani dolayisiyla en iyi saklama kosulu belirlenmistir (EKinci vd., 2022; A. Alper Oztiirk
vd., 2019; A. Alper Oztiirk, Yenilmez ve Ozarda, 2019).

4.3.3. Gastrointestinal stabilite degerlendirme

Polimerik nanopartikiillerin kararliliklarinda PLGA gibi hidrolitik bozunur
polimerlerden yapilmis nanopartikiillerin zamanla bozundugu bilinmektedir. Uzun vadeli
kararlilikta pH ve sicaklik 6nemli etkiye sahiptir. Bu tez kapsaminda hazirlanan I-DNP
kodlu PLGA nanopartikiil formiilasyonun kisa siireli kararliliklarini incelemek igin bir
calisma planlanmistir. Bu ¢alismaya baslamadan énce gastointestinal (GIS) sivilari taklit
eden ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiler sirasiyla; pH 1.2 HCI tamponu (Cozelti 1),
pH 6.8 fosfat tamponu (Cozelti 2) ve pH 7.4 fosfat tamponu (Cdzelti 3). Bu ii¢ ¢ozelti ve
distile su (toplam 4 adet falkon tiipli); gastointestinal ortamu taklit edecek 37+1°C
sicaklikta 50 rpm karistirma hizinda galkalamali su banyosuna yerlestirilmistir. 1 set
optimum formiilasyon hazirlanmis ve yikama islemleri sonrasi 4 mL’e tamamlanmuistir.
37£1°C’de inkiibe olan 1ii¢ c¢ozelti ve distile su i¢ine hazirlanan nanopartikiil
dispersiyonundan 1 mL eklenmis ve eklendigi andan itibaren 1. saat, 2. saat, 3. saat, 4.
saat, 5. saat, 6. saat, 7. saat, 24. saat her bir tiipten 6rnek alinarak parcacik boyutu ve PDI
dlgtimleri yapilmustir. Olgiim sonuglar1 dogrultusunda PLGA nanopartikiillerinin hangi
gastrointestinal ortamda daha kararli olduklar1 belirlenmistir (Martin-Banderas vd.,

2012). Gorsel 4.1.”de 4 tiip lizerinden yapilan ¢alismanin bir gorseli sunulmustur.
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Gorsel 4.1. Gastrointestinal stabilite ¢calismasi

4.3.4. Enkapsiilasyon etkinligi

PLGA bazli I-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonuna DNP yiiklemesi, 4.1.1.
Donepezil HCI i¢in aseton: su (1:1, h/h) ortaminda validasyon caligsmasi’ boliimiinde
aciklanan UV spektrofotometre yontemi ile belirlenmistir. I-DNP yiiklii PLGA bazh
nanopartikiil ~ formiilasyonun DNP  igerigi  dogrudan ilacin  nanopartikiil
formiilasyonundan ekstrakte edilmesi ile degerlendirilmistir. Liyofilize nanopartikiil 5
mg olacak sekilde hassa terazi ile tartilmistir. Ardindan tizerine 1 mL aseton: su (1:1, h/h)
ilave edilmis ve partikiilleri ¢6zmek i¢in 5 dakika vortekslenmistir. Vorteksleme islemi
sonrast hazirlanan ¢ozelti 0.22 um membran filtre ile siiziilmiis, gerekli seyreltmeler
ardindan DNP miktar tayini i¢in UV spektrofotometrede 325 nm’de analiz edilmistir.
Enkapsiilasyon etkinligi (% EE) olarak ifade edilmis ve Denklem 4.3. ile hesaplanmustir.

Bu ¢alisma 3 set formiilasyon tlizerinden gergeklestirilmistir (Martin-Banderas vd., 2012).

Enkapsiile edilen DNP miktart
% EE = - - - x 100
Formiilasyonda bulunan teorik DNP miktart

(4.3.)
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4.3.5. In vitro dissoliisyon

DNP vyiiklii I-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonlarinin in vitro dissoliisyon
profillerini belirlemek i¢in 24 saatlik bir dissoliisyon ¢alismasi yapilmistir. I-DNP kodlu
nanopartikiil formiilasyonundan DNP dissoliisyonu diyaliz membran yOntemi
kullanilarak test edilmistir. DNP (5 mg) ve I-DNP (5 mg’a esdeger miktarda DNP i¢eren
miktarda) kodlu nanopartikiil formiilasyonu seliiloz asetat diyaliz membrani (molekiil
agirhigi:12-14 kDa) igerisine konulmus ardindan tizerlerine 2 mL ¢6ziindiirme ortami
(PBS pH 6.8) eklendikten sonra diyaliz membraninin her iki 6zel aparatlar ile
kapatilmigtir. Hazirlanan diyaliz membranlari, 100 rpm'de devamli olarak karisan
37+0.5°C'de 80 mL hacimdeki ¢6ziinme ortami igine atilmistir. Dissoliisyon ortami
olarak fosfat tamponu (PBS) pH 6.8 kullanilmistir. Analizlerde hata olmamasi ve
¢Oziinme ortaminin buharlagmasini 6nlemek igin reseptér kompartman alimiinyum folyo

ile sikica kapatilmigtir. Gorsel 4.2.°de yapilan ¢alismanin bir gorseli sunulmustur.

Gorsel 4.2. DNP ve I-DNP i¢in in vitro dissoliisyon ¢alismasi

1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat, 5. saat, 6. saat, 7. saat, 9. saat, 12. saat ve 24. Saatler
sonrast 3 mL numune alinmig ve ayni hacim yerine taze ¢oziinme ortami (PBS pH 6.8)
reseptdr kompartimanina ilave edilmistir. Ardindan numuneler gerekli seyreltmelerin
ardindan ‘PBS pH 6.8 ortaminda validasyon c¢alismasi’ bdliimiinde agiklanan UV

spektrofotometre yontemi ile 315 nm’de analiz edilmistir. Sonuglar % kiimiilatif ¢6ziinen
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miktar-zaman grafigine dontstiiriilmistiir. Bu ¢alisma 3 seri saf DNP ve 3 seri DNP yiiklii

I-DNP formiilasyonu i¢in gergeklestirilmistir.

4.3.6. Salim Kkinetigi

In vitro dissoliisyon caligmalarinda elde edilen veriler ile DDSolver yazilim
programi kullanilarak salim kinetikleri arastirilmistir. Hesaplama stiresini kisaltmak,
hesaplama hatalarimi ortadan kaldirmak ve uygun salim profili/kinetiklerin belirlemek
icin excel eklentisi olan DDSolver isimli bilgisayar programi kullanilmistir. Dissoliisyon
profilleri elde edildikten sonra, en énemli ve popiiler dort kriteri belirlemek i¢in veriler
DDSolver programina aktarilmistir. Bu kriterler korelasyon katsayis1 (Rsqr, R? veya
COD), diizeltilmis korelasyon katsayist (Rsqr_adj Veya R%adjusted), Akaike Bilgi Kriteri (AIC)
ve Model Secim Kriteri (MSC)’dir. En yiiksek R?, R%djusted ve MSC degerleri ve en diisiik
AIC degerleri kinetik modelleri degerlendirmek i¢in se¢im kriteri olarak kullanilmistir (A

Alper Oztiirk ve Merve Giiven, 2019; Yenilmez, Oztiirk ve Basaran, 2023).

4.4. Kat1 Hal Karakterizasyonlari

4.4.1. Termal analiz

Termal 6zellikler, diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC, DSC-60, Shimadzu
Scientific Instruments, Columbia, MI) kullanilarak belirlenmistir. Yaklasitk 5 mg
numune, aliiminyum kroze i¢inde tartilmis, 50 mL.dk™ hizdaki hava akimi ve 10°C.dk™*!
1sitma hizi altinda 30°C ile 300°C sicaklik araliginda analiz edilmistir. I-DNP kodlu DNP
yiiklii nanopartikiil formiilasyonunun analizine ek olarak, referans ve karsilastirma
acisindan saf DNP, PLGA, I[-Blank kodlu formiilasyon ve fiziksel karigim analiz
edilmistir (Alper Oztiirk, Naml1 ve Aygiil, 2021).

442 FT-IR

Fourier doniisimlii kizilétesi spektrofotometri (FT-IR) analizleri FT-IR cihazi
(Shimadzu IR Prestige-21, Japonya) ile 4000-500 cm™ dalga boyu araliginda saf DNP,
PLGA, I-Blank kodlu formiilasyon, DNP yiiklii [-DNP kodlu formiilasyon ve fiziksel
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karisim i¢in gerceklestirilmistir. Kullanilan FT-IR cihazinin sicaklik kontrol mekanizmali
DLATGS dedektorii, dinamik hizalama sistemi ile donatilmis otomatik kurutuculu
sizdirmaz Michelson interferometresi (30° gelis agis1) oOzellikleri bulunmaktadir.

Analizlerde kullanilan ¢oziiniirliik 0.5 cm™ “dir (A. Alper Oztiirk vd., 2023).

4.4.3. TH-NMR

Détero kloroform (CDCL3) i¢inde ¢oziindiiriilerek hazirlanan saf DNP, PLGA, I-
Blank kodlu formiilasyon, DNP yiiklii I-DNP kodlu formiilasyon ve fiziksel karisimin
'H-NMR analizleri, NMR (Bruker 500 MHz UltraShield NMR, Almanya) cihazi
kullanilarak yapilmistir (Basaran vd., 2022).

4.5. Biyolojik Aktivite Calismalar:

4.5.1. In vitro AChE ve BChE inhibitor aktivite yontemi ile anti-Alzheimer etki

analizleri

Test maddelerinin ve test maddelerini igeren DNP igeren nanopartikiil (I-DNP) ve
blank (I-Blank) formiilasyonun asetilkolinesteraz (AchE) ve butirilkolinesteraz (BuChE)
enzim inhibisyon aktivitelerinin belirlenmesi i¢in Ellman Testi kullanilmistir.
Kolorimetrik belirginlik saglanmasi i¢in metot modifikasyonlar1 yapilmis olup, modifiye
metot kullanilmistir. Calismada, BuChE (E.C.3.1.1.8., at serumundan izole), AChE
(E.C.3.1.1.7., tip VIS Electrophorus electricus (electric eel) organizmasindan izole)
Ellman belirteci, tampon ¢dzeltileri (potasyum dihidrojen fosfat, potasyum hidroksit),
5,5 -ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB), sodyum hidrojen karbonat, asetilkolin
iyodiir (ATC), biitirilkolin iyodiir (BTC), jelatin, dimetilsiilfoksit (DMSQO), donepezil
hidrokloriir kullanilmistir. Spektrofotometrik 6l¢iimler 412 nm’de mikroplaka okuyucuda

(BioTek-Synergy H1 Microplate Reader) gerceklestirilmistir.

Calisma stiresince kullanilan distile su Millipore, Milli-Q Synthesis A10 cihazindan
elde edilmistir. Kullanilan biitiin ¢ozeltiler taze hazirlanmis olup, stabilitelerinde degisim
olmamast agisindan 1-2 hafta igerisinde kullanilmalarina dikkat edilmistir. Test

maddelerinin AChE ve BuChE enzim inhibisyon aktivitelerinin belirlenmesi deneyleri 96
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kuyucuklu plakalarda gerceklestirilmistir. Deneylerde kullanilmak iizere 2.5 U.mL!
konsantrasyonda AChE ve BuChE enzim ¢ozeltileri, 0.075 M ATC ve BTC c¢ozeltileri,
0.01 M DTNB ¢ozeltisi, 0.1 M pH 8.0 PBS ve 100 pg.mL"!, 200 pg.mL"! ve 400 ug.mL"
Plik {i¢ farkl konsantrasyonda test ¢ozeltisi hazirlanmustir.

Bu ¢ozeltiler iki farkli test ¢ozeltisi olusturacak sekilde karigtirllmigtir. Birinci test
¢oOzeltisi, her bir kuyucuk i¢in 70 pL fosfat tamponu ¢6zeltisi, 20 uL. DTNB ¢o6zeltisi ve
20 puL enzim ¢ozeltisi (AChE ve BuChE’ nin her biri i¢in ayr1 test ¢ozeltisi hazirlanmistir)
karistirilarak elde edilmistir. Ikinci test ¢ozeltisi icin ise, her bir kuyucuk i¢in 70 uL fosfat
tamponu ¢ozeltisi ve 10 uL. ATC veya BTC ¢ozeltisi (ATC ve BTC’nin her biri i¢in ayri
test ¢cozeltisi hazirlanmistir) karistirilarak elde edilmistir. Test ¢cozeltileri 96 kuyucugun
tamamina yeterli olacak miktarlarda hazirlanmstur.

Oncelikle 20 pL test ¢ozeltisi ve 110 uL birinci test ¢dzeltisi 96 kuyucuklu plakaya
her bir konsantrasyon i¢in 4 tekrar olusturacak sekilde eklenerek 5 dakika karistirilmis ve
25 °C’de 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir
kuyucuga 80 pL ikinci test ¢ozeltisi eklenerek, 30 saniye hizli bir karistirma islemi
yapilmistir. Karistirma islemi ardindan mikroplaka okuyucuda 412 nm’de birinci
spektrofotometrik 6l¢iim gergeklestirilmistir (BioTek-Synergy H1 Microplate Reader).
Reaksiyonun siirmesi i¢in 5 dk beklenerek, siire sonunda ikinci spektrofotometrik 6l¢giim
gerceklestirilmistir. iki 6lciim arasindaki absorbans degerleri farki alinarak asagidaki
formiile gore % inhibisyon oranlar1 Denklem 4.4.’e gdre hesaplanmistir. Denklemde
kullanilan kisaltmalar su sekildedir: B: Blank (test ¢ozeltisinin ve substratin eklenmedigi
kuyucuk), K: Kontrol (sadece test ¢ozeltisinin eklenmedigi kuyucuk), A(B): Blank
kuyucuguna ait absorbans okuma farki, A(K): Kontrol kuyucuguna ait absorbans okuma

farki, A(I): Test ¢ozeltisine ait absorbans okuma farki.

(400 - AB)) = (AD) - (B))]

AK) — A(B)) 100

% Inhibisyon =

(4.4)
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4.5.2. Anjiyogenez iizerinde etki calismalari

4.5.2.1. In vivo CAM (The chorioallantoic membrane assay) yontemi

CAM (koryoallantoik membran) deneyi protokolil icin Kiyan ve arkadaslar
tarafindan rapor edilen deney protokolii modifiye edilerek uygulanmustir. /n vivo CAM
yonteminde kullanilan kulugkalik civciv  yumurtalar1 Bursa HAS Tavuk A.S.
(Sivrihisar)’dan alinmistir (Kiyan vd., 2014).

4.5.2.2. Pellet hazirlanisi

DNP yiiklii I-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonu, blank formiilasyon (I-Blank)
ve test maddeleri 1mg.mL™' konsantrasyon olacak sekilde agaroz (%2.5, a/h) icinde
stispansiyon haline getirilerek hazirlanmistir. Ardindan bu preparattan 10 pL alinip 5 mm
capindaki paslanmaz ¢elik silindir desteklere uygulanmis ve oda 1sidinda donarak pellet
sekline gelmeleri saglanmistir. Hazirlanan pelletler CAM yiizeyine uygulanmistir. CAM
deneyinde kor olarak %2.5 (a/h) agaroz kullanilmistir.

4.5.2.3. CAM deneyinin yapilisi

Analizlerde kullanilan kulugkalik civeiv yumurtalari deneye baglamadan once
36.5°C sicaklikta ve %80 rolatif neme sahip iklimlendirme kabininde yatay pozisyonda
72 saat inkiibe edilmistir. Bu siire zarfinda civciv yumurtalar1 zaman zaman dikkatlice
cevrilmistir. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde oncelikle steril enjektorler yardimiyla
civciv yumurtalarinin alt kistmlarindan yavas bir sekilde 10-15 mL albumin (yumurta ak1)
alinmis ardindan yumurtalarin {ist kismindaki kabuk ve zar pens yardimiyla 6zenle
uzaklastirllmistir. Gelismekte olan canli embriyo CAM’1 hemen bir stre¢ film ile koruma
altina aliip yine 36.5°C sicaklik ve %80 rolatif neme sahip inkiibatdrde 72 saat daha
inkiibe edilmistir. CAM c¢ap1 yaklasik 2 cm’i buldugu tespit edildiginde taze olarak
hazirlanmis numune pelleti her yumurtaya bir adet olmak iizere CAM’1n iizerindeki
kapillerlere yerlestirilmigtir. Tiim maddelerden 10-15 adet pellet esit sayida
yumurtalardaki CAM iizerine uygulanmis ardindan stre¢ film ile kapatilmigtir.
Degerlendirmelere gecilmeden oOnce belirtilen kosullarda pellet yerlestirilmis halde
yumurtalar 24 saat daha inkiibe edilmistir. Her test maddesi i¢in 15 adet yumurta

kullanilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Analitik Miktar Tayini icin Validasyon Calismalari

5.1.1. Donepezil HCI i¢in aseton: su (1:1 h/h) ortaminda validasyon calismasi
5.1.1.1. Absorbans belirleme

Aseton: Su (1:1 h/h) karisimi icinde 50.0 pg.mL™ konsantrasyonda hazirlanmis

olan DNP ¢ozeltisinin 325.0 nm'de maksimum absorbans (Amax) gostermis oldugu Sekil

5.1.’de sunulmustur.
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Sekil 5.1. DNP’e ait 200-800 nm arasinda elde edilen spektrum (Amax= 325.0 nm)

5.1.1.2. Dogrusallik

DNP’nin aseton: su (1:1 h/h) iginde 5.0-50.0 pg.mL* konsantrasyonlar1 araliginda
alt1 farkli konsantrasyonda farkli stok ¢ozeltilerden ti¢ kalibrasyon seti hazirlanmis ve
ardindan UV-spektrofotometre ile 325.0 nm'de analiz edilmistir. Konsantrasyona karsilik
gelen absorbans degerleri her kalibrasyon seti i¢in Tablo 5.1.’de sunulmustur. Elde edilen
absorbans degerleriyle ¢izilen kalibrasyon egrisi, egriye ait olan dogru denklemi ve

korelasyon katsayis1 degeri (R?) Sekil 5.2.’de gdsterilmistir.
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Tablo 5.1. Dogrusallik ¢alismast sonuglart

Absorbans Degerleri

DNP
(ng/mL) 1. Seri 2. Seri 3. Seri Ortalama Standart Standart
sapma hata
5.0 0.099 0.092 0.108 0.100 0.01 0.00
10.0 0.192 0.203 0.220 0.205 0.01 0.01
20.0 0.379 0.409 0.407 0.398 0.02 0.01
25.0 0.467 0.487 0.489 0.481 0.01 0.00
30.0 0.556 0.601 0.595 0.584 0.02 0.01
50.0 0.883 0.972 0.961 0.939 0.05 0.02
y = 0,0186x + 0,0177
R2 =0,9992
1 T

g

=

2 .

-n o

<

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Konsantrasyon (ug/mL)
Sekil 5.2. DNP nin aseton: su (1:1 h/h) ortaminda standart egrisi
5.1.1.3. Kesinlik

DNP i¢in 15.0 pg.mL?, 25.0 pg.mL? ve 35.0 pg.mL? konsantrasyonda 3 farkli

¢Ozelti hazirlanmistir. Tiim konsantrasyonlar i¢in 3 tekrar analizi, 3 gilin artarda
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yapilmigtir. Sonuglar dogrusallik ¢aligmasinda elde edilen regresyon denklemi

yardimiyla hesaplanmig ve tam konsantrasyonlar ile karsilastirilarak yontemin kesinligi

analiz edilmistir. Kesinlik ¢alismasi sonuglar1 15.0 pg.mL?, 25.0 pg.mL? ve 35.0 pg.mL"

! konsantrasyonlar i¢in sirastyla Tablo 5.2., Tablo 5.3. ve Tablo 5.4.’te gdsterilmistir.

Tablo 5.2. 15.0 ug.mL* derisim icin kesinlik sonuglar:

15.0 pg.mL*
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.296 0.295 0.298
0.296 0.296 0.297
0.294 0.299 0.295
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
14.983 14.929 15.090
14.983 14.983 15.037
14.875 15.144 14.929
Ortalama 14.947 15.929 15.019
Standart sapma (SS) 0.062 0.112 0.082
ngggy)"“ Katsayist 0.416 0.746 0.548
%95 Giiven Arahigi 0.154 0.278 0.204

59



Tablo 5.3. 25.0 ug.mL* derisim icin kesinlik sonuglart

25.0 pg.mL*
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.484 0.480 0.484
0.483 0.485 0.483
0.481 0.484 0.479
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
25.104 24.889 25.104
25.050 25.158 25.050
24.942 25.104 24.835
Ortalama 25.032 25.050 24.996
Standart sapma (SS) 0.082 0.142 0.142
;ggy)asy"“ Katsayist (% 55 0.569 0.570
%95 Giiven Arahgi 0.204 0.354 0.354
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Tablo 5.4. 35.0 ug.mL* derisim icin kesinlik sonuglart

35.0 pg.mL?
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.665 0.669 0.673
0.667 0.668 0.671
0.669 0.668 0.668
Giin 2 Giin 2 Giin 2
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
34.848 35.064 35.279
34.956 35.010 35.171
35.064 35.010 35.010
Ortalama 34.956 35.028 35.153
Standart sapma (SS) 0.108 0.031 0.135
?;ng;‘;y)"“ Katsayis 0.308 0.089 0.385
%95 Giiven Arahgi 0.267 0.077 0.337

5.1.1.4. Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugun kanitlanmasi amaciyla ii¢ farkli konsantrasyona
(15.0 pg.mL?, 25.0 pg.mL?, 35.0 pg.mL?) DNP igeren ¢dzeltiler hazirlanmis ve her bir
konsantrasyon i¢in 3 analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrusallik ¢alismasinda
‘y=0.0186x + 0.0177" olarak elde edilen regresyon denklemi kullanilarak hesaplanmis ve
stok ¢ozelti konsantrasyonlar ile karsilagtirilmig, ardindan yontemin dogrulugu ‘% geri

kazanim’ olarak hesaplanmistir. DNP i¢in dogruluk ¢alismasi sonuglart Tablo 5.5.°te

sunulmustur.
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Tablo 5.5. DNP i¢in dogruluk ¢alismasi sonuglart

Derisim
15.0 pg.mL™! 25.0 pg.mL? 35.0 pg.mL?
0.296 0.479 0.665
Elde edilen
0.297 0.481 0.670
absorbanslar
0.297 0.483 0.667
14.983 24.835 34.848
Bulunan Derisimler 15.037 24,942 35.117
15.037 25.050 34.956
99.885 99.339 99.567
% Geri Kazanim 100.244 99.770 100.336
100.244 100.200 99.874
o .
Ortalama % Gerl 1) 154 99.770 99.925
Kazanim
Standart sapma (SS)  0.207 0.431 0.387
Varyasyon Katsayisi
(%RSD) 0.207 0.432 0.387
%95 Giiven Arahg 0.515 1.070 0.962

5.1.1.5. Duyarlhihik

LOD ve LOQ degerleri sirastyla 1.275 pg.mL? ve 3.863 ng.mL™? olarak elde

edilmistir.

5.1.1.6. Secicilik

Secicilik calismasi i¢in UV-Spektrofotometre’den elde edilen spektrumlar DNP,
aseton: su (1:1 h/h) karistmi ve I-Blank (Blank formiilasyon) i¢in sirasiyla Sekil 5.3.,
Sekil 5.4. ve Sekil 5.5.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.4. Aseton: su (1:1 h/h) karisimina ait spektrum
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Sekil 5.5. |-Blank kodlu formiilasyona ait spektrum

5.1.2. Donepezil HCI i¢cin PBS pH:6.8 ortaminda validasyon ¢alismasi
5.1.2.1. Absorbans belirleme

PBS pH 6.8 ortamu i¢inde 50.0 ug.mL™ konsantrasyonda hazirlanmis olan DNP
¢ozeltisinin 315.0 nm'de maksimum absorbans (Amax) gostermis oldugu Sekil. 5.6.’da

sunulmustur.
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Sekil 5.6. DNP e ait 200-800 nm arasinda elde edilen spektrum (Amax = 315.0 nm)
5.1.2.2. Dogrusallik

DNP’nin PBS pH 6.8 ortaminda 5.0-40.0 pg.mL™ konsantrasyonlar1 araliginda alti
farklt konsantrasyonda farkli stok c¢ozeltilerden {i¢ kalibrasyon seti hazirlanmig ve
ardindan UV-spektrofotometre ile 315 nm'de analiz edilmistir. Konsantrasyona karsilik
gelen absorbans degerleri her kalibrasyon seti i¢in Tablo 5.6.’da sunulmustur. Elde edilen

absorbans degerleri kullanilarak ¢izilen kalibrasyon egrisi, egriye ait olan dogru denklemi

ve korelasyon katsayis1 degeri (R?) Sekil 5.7.’de sunulmustur.
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Tablo 5.6. Dogrusallik ¢alismast sonuglart

Absorbans Degerleri

DNP
(ng/mL) 1. Seri 2. Seri 3. Seri Ortalama Standart Standart
sapma hata
5.0 0.120 0.125 0.148 0.131 0.01 0.01
10.0 0.239 0.233 0.276 0.249 0.02 0.01
20.0 0.477 0.489 0.498 0.488 0.01 0.00
25.0 0.595 0.595 0.613 0.601 0.01 0.00
30.0 0.708 0.699 0.726 0.711 0.01 0.01
40.0 0.913 0.918 0.932 0.921 0.01 0.00
y = 0,0227x + 0,0253
R2=0,9991
=
2 o
=
< o
0 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 5.7. DNP 'nin PBS pH 6.8 ortaminda standart egrisi

66



5.1.2.3. Kesinlik

DNP i¢gin 15.0 pg.mL?, 25 pg.mL™? ve 35 pg.mL™? konsantrasyonda 3 farkl ¢ozelti
hazirlanmistir. Tiim konsantrasyonlar i¢in 3 tekrar analizi, 3 giin artarda yapilmstir.
Analiz sonuglar1 dogrusallik ¢alismasinda elde edilen regresyon denklemi yardimiyla
hesaplanmis ve tam konsantrasyonlar ile karsilastirilarak yontemin kesinligi
incelenmistir. Kesinlik ¢alismast sonuglart 15 pg.mL™?, 25 pgmL? ve 35 pgmL?
konsantrasyonlar i¢in sirasiyla Tablo 5.7., Tablo 5.8. ve Tablo 5.9.’da gosterilmistir.

Tablo 5.7. 15.0 ug.mL* derisim icin kesinlik sonuclart

15.0 pg.mL™*
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.366 0.370 0.366
0.369 0.367 0.365
0.367 0.366 0.367
Giin 1 Giin 2 Giin 2
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
15.016 15.193 35.070
15.149 15.061 35.158
15.061 15.016 35.026
Ortalama 15.075 15.090 15.016
Standart sapma (SS) 0.067 0.092 0.044
;ggy)asy"“ Katsayist (%) 47 0.608 0.294
%95 Giiven Arahgi 0.167 0.228 0.109
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Tablo 5.8. 25.0 ug.mL* derisim icin kesinlik sonuglar:

25.0 pg.mL*
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.595 0.590 0.594
0.594 0.591 0.591
0.593 0.594 0.596
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
25.109 24.889 25.065
25.065 24.933 24.933
25.021 25.065 25.153
Ortalama 25.065 24.962 25.051
Standart sapma (SS) 0.044 0.092 0.111
;ggy)asy"“ Katsayist (% 176 0.368 0.443
%95 Giiven Arahgi 0.109 0.228 0.276

68



Tablo 5.9. 35.0 ug.mL* derisim icin kesinlik sonuglart

35.0 pg.mL!
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.822 0.821 0.819
0.819 0.823 0.821
0.821 0.820 0.820
Giin 1 Giin 2 Giin 3
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
35.114 35.070 34.982
34.982 35.158 35.070
35.070 35.026 35.026
Ortalama 35.055 35.085 35.026
Standart sapma (SS) 0.067 0.067 0.044
;ggy)asy"“ Katsayist (% 0.192 0.192 0.126
%395 Giiven Arahgi 0.167 0.167 0.109

5.1.2.4. Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugun kanitlanmasi amaciyla li¢ farkli konsantrasyona
(15.0 pg.mL?, 25.0 pg.mL?, 35.0 ng.mLt) DNP igeren stok ¢ozeltiler hazirlanmis ve her
bir konsantrasyon i¢in 3 analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrusallik ¢alismasinda
‘y=0.0227 + 0.0253’ olarak elde edilen regresyon denklemi kullanilarak hesaplanmisg ve
stok ¢ozelti konsantrasyonlari ile karsilastirilmis, ardindan yontemin dogrulugu ‘% geri

kazanim’ olarak hesaplanmistir. DNP i¢in dogruluk ¢alismasi sonuglar1 Tablo 5.10.’da

sunulmustur.
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Tablo 5.10. DNP i¢in elde edilen dogruluk degerleri

Derisim
15.0 pg.mL™! 25.0 pg.mL? 35.0 pg.mL?
0.367 0.588 0.820
Elde edilen
0.368 0.600 0.819
absorbanslar
0.365 0.587 0.821
15.061 24.801 35.026
Bulunan Derisimler 15.105 25.330 34.982
14.972 24.757 35.070
100.404 99.203 100.074
% Geri Kazanim 100.697 101.319 99.948
99.816 99.027 100.200
0 .
Ortalama % Geri 100.306 99.850 100.074
Kazanim
Standart sapma (SS)  0.449 1.275 0.126
Varyasyon Katsayisi
(%RSD) 0.447 1.277 0.126
%95 Giiven Arahg 1.115 3.168 0.313

5.1.2.5. Duyarlhihik

LOD ve LOQ degerleri sirastyla 1.220 pg.mL? ve 3.697 ug.mL? olarak elde

edilmistir.

5.1.2.6. Secicilik

Secicilik calismasi i¢in UV-Spektrofotometre’den elde edilen spektrumlar DNP,
PBS pH 6.8 ve I-Blank (Blank formiilasyon) i¢in sirasiyla Sekil 5.8., Sekil 5.9. ve Sekil

5.10.’da gosterilmistir.
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Sekil 5.9. PBS pH 6.8 e ait spektrum
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SAMP: REF-: 213 .8HMM -8 .8034
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Sekil 5.10. I-Blank kodlu formiilasyona ait spektrum

5.2. Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

5.2.1. Parcacik boyutu ve parcacik boyutu dagilimi

Bu tez calismasinda formiile edilen tiim blank ve DNP yiiklii nanopartikiil
formiilasyonlarinin parg¢acik boyutu ve pargacik boyutu dagilim (PDI) degerleri Tablo
5.11.’de sunulmustur. Daha net anlasilabilmesi ve karsilastirma yapilabilmesi amaciyla
Sekil 5.11. ve Sekil 5.12.’de sirastyla elde edilen pargacik boyutu ve pargacik boyutu
dagilimi (PDI) degerleri grafik olarak gosterilmistir. Zetasizer Nano ZS cihazindan alinan
parcacik boyut dagilim raporlari ise A-Blank, A-DNP, B-Blank, B-DNP, C-Blank, C-
DNP, D-Blank, D-DNP, E-Blank, E-DNP, F-Blank, F-DNP, G-Blank, G-DNP, H-Blank,
H-DNP, I-Blank ve I-DNP kodlu formiilasyonlar i¢in sirasiyla Sekil 5.13., Sekil 5.14.,
Sekil 5.15., Sekil 5.16., Sekil 5.17., Sekil 5.18., Sekil 5.19., Sekil 5.20., Sekil 5.21., Sekil
5.22., Sekil 5.23., Sekil 5.24., Sekil 5.25., Sekil 5.26., Sekil 5.27., Sekil 5.28., Sekil 5.29.

ve Sekil 5.30.’da sunulmustur.
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Tablo 5.11. Formiilasyonlarin pargactk boyutu ve par¢acik boyutu dagilvmi (PDI) degerleri

Parcacik Boyutu, nm

Parcacik Boyutu Dagilim, PDI

Kod (ortalamatstandart sapma) (ortalamatstandart sapma)
A-Blank 177.93 £2.84 0.117+£0.018
A-DNP 182.70 £ 6.08 0.120£0.018
B-Blank 173.50 £3.28 0.112£0.043
B-DNP 179.67 £ 0.93 0.108 = 0.006
C-Blank 170.43 £0.35 0.110 £ 0.005
C-DNP 175.93 +3.89 0.106 +0.020
D-Blank 159. 87 +2.20 0.143 £0.007
D-DNP 182.23 £1.99 0.216 £ 0.008
E-Blank 151.53£1.50 0.129 +£0.032
E-DNP 167.03 £ 0.67 0.152+0.014
F-Blank 145.57 £2.54 0.132 +£0.009
F-DNP 154.90 = 2.23 0.109 £ 0.045
G-Blank 150.37 £ 3.66 0.159 +£0.038
G-DNP 153.73 £1.97 0.147 £0.034
H-Blank 142.17 £ 4.88 0.145 £ 0.007
H-DNP 145.47 £3.62 0.133+0.010
I-Blank 134. 10+ 2.19 0.135+0.026
I-DNP 136.37 +£0.93 0.122+0.011
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Parcacik boyutu (nm)
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Formiilasyon kodlar:

Sekil 5.11. Formiilasyonlarin par¢acik boyut degerleri grafigi

Parcacik boyut dagilimi (PDI)
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Sekil 5.12. Formiilasyonlarin par¢acik boyutu dagilimi (PDI) degerleri grafigi
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Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.14. A-DNP icin Zetasizer Nano ZS par¢acik boyut dagilim raporu
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Pargacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.16. B-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS pargacik boyut dagilim raporu
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Pargacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.18. C-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS par¢actk boyut dagilim raporu
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Sekil 5.19. D-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS par¢acik boyut dagilim raporu
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Sekil 5.20. D-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS par¢acik boyut dagilim raporu
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Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.21. E-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS par¢acik boyut dagilim raporu
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Sekil 5.22. E-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS par¢acik boyut dagilim raporu
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Pargacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.24. F-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS pargacik boyut dagilim raporu
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25....-..-......-..-......-..-.......-...
20 |
15
Record 1: G Blank NP 1
Record 2: G Blank NP 2
101 Record 3. G Blank NP 3

5

0 -

0.1 1 10 100 1000
Boyut (d.nm)

Sekil 5.25. G-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS parg¢acik boyut dagilim raporu
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Sekil 5.26. G-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS par¢acik boyut dagilim raporu
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Pargacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.28. H-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS pargacik boyut dagilim raporu
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Parcacik Boyutu Dagilimi
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Sekil 5.29. I-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS par¢acik boyut dagilim raporu
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Sekil 5.30. I-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS pargacik boyut dagilim raporu
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5.2.2. Zeta potansiyel

Hazirlanan tiim blank ve DNP yiklii nanopartikiil formiilasyonlarinin zeta
potansiyel analiz sonuglar1 Tablo 5.12.’de sunulmustur. Elde edilen degerlerin daha net
anlasilabilmesi ve karsilagtirma yapilabilmesi i¢in zeta potansiyel degerleri grafik olarak
Sekil 5.31.°de gosterilmistir. Zetasizer Nano ZS cihazindan alinan zeta potansiyel
degerlerinin gosterildigi raporlar ise A-Blank, A-DNP, B-Blank, B-DNP, C-Blank, C-
DNP, D-Blank, D-DNP, E-Blank, E-DNP, F-Blank, F-DNP, G-Blank, G-DNP, H-Blank,
H-DNP, I-Blank ve I-DNP kodlu formiilasyonlar i¢in sirasiyla Sekil 5.32., Sekil 5.33.,
Sekil 5.34., Sekil 5.35., Sekil 5.36., Sekil 5.37., Sekil 5.38., Sekil 5.39., Sekil 5.40., Sekil
5.41., Sekil 5.42., Sekil 5.43., Sekil 5.44., Sekil 5.45., Sekil 5.46., Sekil 5.47., Sekil 5.48.

ve Sekil 5.49.’da sunulmustur.
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Tablo 5.12. Zeta potansiyel sonuglart

Zeta potansiyel, mV

Kod
(ortalamatstandart sapma)

A-Blank -13.53+£0.51
A-DNP -13.16 £3.21
B-Blank -14.30+£0.44
B-DNP -14.63 £ 0.81
C-Blank -16.13 +3.84
C-DNP -15.46 £0.92
D-Blank -14.33£1.32
D-DNP -11.50 £ 0.62
E-Blank -13.57+1.63
E-DNP -11.33+£0.55
F-Blank -12.53 £ 1.12
F-DNP -11.80 £2.69
G-Blank -19.63 +1.17
G-DNP -23.39+£0.30
H-Blank -17.83 £5.69
H-DNP -21.30+0.61
I-Blank -18.25+0.21
I-DNP -24.17+£1.21
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Zeta potansiyel (mV)

Formiilasyon kodlar:
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Sekil 5.31. Formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri grafigi
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Sekil 5.32. A-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Zeta Potensiyel Dagilimi
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Sekil 5.33. A-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu

Zeta Potensiyel Dagilimi
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Sekil 5.34. B-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.35. B-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.36. C-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.37. C-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.38. D-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.39. D-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.40. E-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.41. E-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu

Zeta Potensiyel Dagihimi
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Sekil 5.42. F-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Zeta Potensiyel Dagilimi
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Sekil 5.43. F-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
Zeta Potensiyel Dagilimi
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Sekil 5.44. G-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Zeta Potensiyel Dagilimi
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Sekil 5.45. G-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
Zeta Potensiyel Dagilimi
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Sekil 5.46. H-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Zeta Potensiyel Dagilimi
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Sekil 5.48. |I-Blank i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.49. I-DNP i¢in Zetasizer Nano ZS zeta potansiyel raporu

5.3. Kriyoprotektan Etki ve Saklama Kosullarinin Belirlenmesi

5.3.1. Parcacik boyutu ve parcacik boyutu dagilim

I-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonu i¢in gerceklestirilen kriyoprotektan
(trehaloz) etkinin belirleme ¢alismalarindan elde edilen pargacik boyutu (nm) ve pargacik
boyutu dagilimi (PDI) sonuglar1 Tablo 5.13.’te verilmistir. Elde edilen sonuglarin daha
net anlasilabilmesi icin Sekil 5.50. ve Sekil 5.51.”de sirasiyla pargacik boyutu ve pargacik

boyutu dagilimi (PDI) verileri grafik olarak sunulmustur.

95



Tablo 5.13. Farkli trehaloz konsantrasyonlarimin par¢acik boyutu ve par¢acik boyutu dagilimi (PDI)

tizerindeki etkisi

Parcacik Boyutu, nm

(ortalama * standart sapma)

PDI

Parcacik Boyutu Dagilimi,

(ortalama % standart sapma)

Taze formiilasyon 132.40 £4.59 0.156 + 0.008
200 pL Trehaloz ¢ozeltisi 165.33 £6.83 0.189 £ 0.024
300 pL Trehaloz c¢ozeltisi 163.77 +£0.97 0.246 = 0.006
500 pL Trehaloz ¢ozeltisi 152.67+1.16 0.113+0.018
600 uL Trehaloz ¢ozeltisi 136.90 +2.74 0.106 = 0.004
800 pL Trehaloz cozeltisi 13553 £1.25 0.125 +£0.033
200
190
180
170
g :
£ 160
8
] i
2 150
8
-
g 140 I
Z 1 1 ;
B 130 ]
120
110
100
Taze 200 puL Trehaloz 300 pL Trehaloz 500 uL Trehaloz 600 uL Trehaloz 800 uL Trehaloz
formiilasyon gozeltisi cozeltisi gozeltisi
(I-DNP)

Sekil 5.50. Farkli trehaloz konsantrasyonlarmmin par¢acik boyut iizerine etki grafigi
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Sekil 5.51. Farkli trehaloz konsantrasyonlarimin par¢acik boyut dagilim (PDI) iizerine etki grafigi

5.3.2. Zeta potansiyel

Hazirlanan I-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonu icin gerceklestirilen
kriyoprotektan (trehaloz) etkinin belirleme ¢alismalarindan elde edilen zeta potansiyel
sonuclar1 Tablo 5.14.’te sunulmustur. Elde edilen degerlerin karsilastirma yapilabilmesi
ve daha net anlasilabilmesi igin Sekil 5.52.’de zeta potansiyel degerleri grafik olarak

gosterilmistir.

97



Tablo 5.14. Farkli trehaloz konsantrasyonlarimin zeta potansiyel tizerindeki etkisi

Zeta Potansiyel

(mV, ortalama * standart sapma)

Taze formiilasyon -20.60 £ 0.69
200 uL Trehaloz ¢ozeltisi -23.17+1.75
300 pL Trehaloz cozeltisi -20.17+1.19
500 pL Trehaloz ¢ozeltisi -18.23 £1.37
600 pL Trehaloz ¢ozeltisi -23.07 £ 1.67
800 uL Trehaloz ¢ozeltisi -21.93+2.10
Taze
formiilasyon 200 pL Trehaloz 300 pL Trehaloz 500 puL Trehaloz 600 uL Trehaloz 800 pL Trehaloz
(I-DNP) cozeltisi cozeltisi cozeltisi cozeltisi gozeltisi
0
5 3
E |
e} |
= 5
g
2 ; }
S 20 1
S I I l I l
. l 1
-30

Sekil 5.52. Farkli trehaloz konsantrasyonlarinin zeta potansiyel iizerindeki etki grafigi

5.4. Gastrointestinal Stabilite Degerlendirme

I-DNP kodlu PLGA nanopartikiil formiilasyonun gastointestinal sivilar1 taklit eden
pH 1.2 HCI tamponu, pH 6.8 fosfat tamponu, pH 7.4 fosfat tamponu ve distile su i¢inde
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24 saat boyunca gergeklestirilen kisa siireli kararliliginin incelendigi aragtirmanin

sonuclar1 Tablo 5.15.’te sunulmustur.

Tablo 5.15. I-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonu igin gastrointestinal stabilite sonuglart

Parcacik Boyutu (nm, ortalama * standart sapma)

Saat
pH 1.2 pH 6.8 pH 7.4 Distile su
1 1426+04 211.4+50 192.0+3.5 177.0+£5.0
2 178.1+£2.7 207014 209.5+4.7 193.7+4.7
3 189.4+17.5 207.7+4.2 2129+44 1905+5.5
4 285.1+5.6 192.0+13.2 2145+ 4.1 219.6 £0.8
5 393.4+13.7 206.6 £ 2.8 213.7+£2.0 2185+2.1
6 481.2+5.8 208.7+0.9 209.2+3.5 207.6 +2.7
7 521.0+16.6 2203+ 114 2245+54 220.0+3.7
24 514.8 £20.3 2189+25 198.1+4.1 218.1+22
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Sekil 5.53. I-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonun gastrointestinal stabilite sonug¢ grafigi
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5.5. Enkapsiilasyon Etkinligi

Bolim ‘4.3.4. Enkapsiilasyon etkinligi’ calismasinda belirtilen Denklem 4.3. ile
hesaplanan enkapsiilasyon etkinligi sonucu %69.22 + 4.84 (Ortalama + standart sapma)

olarak elde edilmistir (n=3).

5.6. In Vitro Dissoliisyon

DNP ve DNP yiiklii I-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonu i¢in zamana kars1
kiimiilatif ¢oziinen DNP miktar1 degerleri ‘ortalama + standart sapma’ olarak Tablo
5.16.’da sunulmustur. Analizler sonrasi elde edilen tiim dissoliisyon Vverileri kullanilarak
DNP ve I-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonu i¢in 24 saatlik in vitro dissoliisyon

profilleri Sekil 5.54’te sunulmustur.

Tablo 5.16. Donepezil HCI ve I-DNP kodlu formiilasyon i¢in % kiimiilatif salim/dissoliisyon verileri

Siire (Saat) Donepezil HCI I-DNP

1 79.3+£6.8 19.7+3.5
2 97.6+2.3 22.6+6.2
3 99.8+0.1 346+34
4 99.8+0.1 40.3+29
5 99.8+0.1 474 +3.1
6 99.8+0.1 52.6+2.6
7 99.8 + 0.1 542+48
9 99.8+0.1 60.4+2.7
12 99.8+0.1 68.4+4.5
24 99.8+0.1 83.7+5.2
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Kiimiilatif Salim Oram (%)
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Sekil 5.54. Donepezil HCI ve I-DNP kodlu formiilasyon igin kiimiilatif salim grafigi
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5.7. Salim Kinetigi

Sifirinci-derece, Sifirinci-derece (Tiag), Sifirnct derece (Fo), Birinci-derece,
Birinci-derece (Tiag), Birinci-derece (Fmax), Birinci-derece (Tiag Ve Fmax), Higuchi,
Higuchi (Tiag), Higuchi (Fo), Korsmeyer-Peppas, Korsmeyer-Peppas (Tiag), Korsmeyer-
Peppas (Fo), Hixson-Crowell, Hixson-Crowell (Tiag), Hopfenberg, Hopfenberg (Tiag),
Baker-Lonsdale, Baker-Lonsdale (Tiag), Peppas-Sahlin, Peppas-Sahlin 1 (Tiag), Peppas-
Sahlin 2, Peppas-Sahlin 2 (Tiag), Quadratic, Quadratic (Tiag), Weibull 1, Weibull 2,
Weibull 3 ve Weibull 4 modelleri igin 24 saatlik R?, R%udjusted, MSC ve AIC degerleri,

ilgili modellerin denklemleri ile beraber Tablo 5.17.’de sunulmustur.

DDSolver programindan otomatik olarak alinan Sifirinci-derece, Sifirinci-derece
(Tiag), Sifirinc1 derece (Fo), Birinci-derece, Birinci-derece (Tiag), Birinci-derece (Fmax),
Birinci-derece (Tiag Ve Fmax), Higuchi, Higuchi (Tiag), Higuchi (Fo), Korsmeyer-Peppas,
Korsmeyer-Peppas (Tiag), Korsmeyer-Peppas (Fo), Hixson-Crowell, Hixson-Crowell
(Tiag), Hopfenberg, Hopfenberg (Tiag), Baker-Lonsdale, Baker-Lonsdale (Tiag), Peppas-
Sahlin, Peppas-Sahlin 1 (Tig), Peppas-Sahlin 2, Peppas-Sahlin 2 (Tiag), Quadratic,
Quadratic (Tiag), Weibull 1, Weibull 2, Weibull 3 ve Weibull 4 modelleri i¢in salim
kinetik grafikleri sirasiyla Sekil 5.55.- Sekil 5.81.’de sunulmustur.

Tablo 5.17. I-DNP kodlu formiilasyon i¢in 24 saatlik salim kinetigi sonug¢lart

Model
Kod Model? R? RZagjusted MSC AlIC
oau
Sifirmci-derece
#301° -0.163 -0.163 -0.351 85.363
F=ko~t
#3020-¢ Sifirinci-derece (Tiag)
0.830 0.809 1.374 68.112
F=k0 * (t'Tlag)
#3030 ¢ Sifirinci derece (Fo)

0.830 0.809 1.374 68.112
F=Fo+ko~t

103



#304° Birinci-derece
0.873 0.873 1.863 63.227
F=100 » [1-Exp(-ki +1)]
#305¢ ¢ Birinci-derece (Tag)
0.949 0.943 2.583 56.026
F=100 «{1-Exp[-ks « (t- Tiag) I}
#306° f Birinci-derece (Fmax)
0.954 0.948 2.672 55.131
F:Fmax * [1-EXp(-k1 * t)]
#307¢¢f Birinci-derece (Tiag Ve Fmax)
0.991 0.989 4,117 40.683
F:Fmax * {1-EXp ['k]_ * (t'Tlag)]}
#3089 Higuchi
0.942 0.942 2.650 55.355
F=ky « %5
#309¢9 Higuchi (Tlag)
0.914 0.903 2.048 61.376
F:kH * (t'Tlag)O'5
#310%9 Higuchi (Fo)
0.954 0.948 2.671 55.147
F=Fo+k « >
#3110 Korsmeyer-Peppas
0.939 0.932 2.401 57.847
F:ka* "
#312¢0 Korsmeyer-Peppas (Tiag)
0.966 0.956 2.772 54.137
F:kKP * (t'T|ag)n
#3134h Korsmeyer-Peppas (Fo)
0.875 0.840 1.482 67.030
F=Fo+kgp +t"
#3141 Hixson-Crowell
0.820 0.820 1513 66.725
F=100 « [1-(1-Kric « 1)°]
#315¢%1 Hixson-Crowell (Tag) 0.916 0.905 2.076 61.089




F=100 « {1-[1-Knc * (t-Tiag) I’}

#3161 Hopfenberg
0.861 0.843 1571 66.139
F=100 » [1'(l'kHB * t)n]
#317¢1 Hopfenberg (Tag)
0.916 0.892 1.876 63.089
F=100 « {1-[1-kee * (t-Tiag)]"}
#318K Baker-Lonsdale
0.973 0.973 3.404 47.811
3/2 « [1-(1-F/100)@3]-F/100=kg_ ~ t
#319¢ K Baker-Lonsdale (Tiag)
0.976 0.973 3.314 48.709
3/2 « [1-(1-F/100)@3]-F/100=Kg_ « (t-Tiag)
#322™ Peppas-Sahlin 1
0.967 0.957 2.797 53.882
F=ky « t™+k?. ™
#323¢m Peppas-Sahlin 1 (Tiag)
0.979 0.968 3.049 51.365
F:kl * (t'Tlag)m+k2 * (t'Tlag)(z*m)
#324" Peppas-Sahlin 2
0.974 0.971 3.258 49.268
F=ky «t%5+ky«t
#325¢n Peppas-Sahlin 2 (Tiag)
0.984 0.980 3.541 46.439
F:kl * (t'T|ag)0'5+k2 * (t'T|ag)
#3281 Weibull 1
0.986 0.982 3.664 45211
F=100 « {1-Exp[-((t-Ti)’)/a]}
#329P Weibull 2
0.990 0.989 4.202 39.832
F=100 «{1-Exp[-(})/0]}
#3307P Weibull 3
0.989 0.986 3.932 42.533

F=Fmax = {1-Exp[-(t*)/a]}
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Weibull 4
#331Fp-a 0.980 0.971 3.135 50.508
F=Fmax {1'EXP['((t'Ti)ﬂ)/a]}

[Tablo 5.17. (Devam) I-DNP kodlu formiilasyon i¢in 24 saatlik salim kinetigi sonuglari]

Actklamalar: Rsqr korelasyon katsayist (¥?); Rsqr_adj diizeltilmis korelasyon katsayist (Padjusted); AIC
Akaike bilgi kriteri; MSC Model se¢me kriteri; ® Tiim modellerde F. t zamaninda salman ilacin
fraksiyonudur (%); ° ko sifir dereceli serbest birakma sabitidir, © Tyag ilag salinimindan énceki gecikme
siiresidir; 9 Fq bir patlama salimindan kaynaklanan ¢ozeltideki ilacin baslangi¢ fraksiyonudur; © K1
birinci dereceden serbest birakma sabitidir, © Fmax sonsuz zamanda salinan ilacin maksimum
fraksiyonudur; kn Higuchi salum sabitidir; "kke ilag dozaj formunun yapisal ve geometrik ozelliklerini
iceren salim sabitidir; 0 ila¢ salum mekanizmasim gésteren difiizyon iissiidiir; ' kne Hixson—Crowell
modelindeki salim sabitidir; 'kns Hopfenberg modelindeki birlesik sabittir. Kng=Ko/(Coxao). burada ko
erozyon oram sabitidir. Co matriksteki ilk ila¢ konsantrasyonudur ve ao bir kiire veya silindir icin
baslangi¢ yarigcapidir veya bir levhanin yart kalinligi. n bir levha. silindir ve kiire i¢in sirasiyla 1. 2 ve
3'tiir; ¥ KeL. Baker-Lonsdale modelindeki birlesik sabittir. KeL=[3xDxCs/(re*xCo)], burada D difiizyon
katsayisidir, Cs doyma ¢oziiniirliigiidiir, Yo bir kiire icin baslangi¢ yaricapidir veya bir levha igin silindir
veya yart kalinltk ve Co matristeki ilk ilag yiiklemesidir; ™K1 Fickian kinetigiyle ilgili sabittir, K2 Durum-
11 gevseme kinetigiyle ilgili sabittir, m kontrollii salinimi engelleyen herhangi bir geometrik sekle sahip
bir cihazin yayima iissiidiir; " ki t°%'e bagh ila¢ difiizyonunun ilag salimina nispi katkisini gosteren
sabittir, ka, t've bagl polimer gevsemesinin ilag salimina nispi katkisini gosteren sabittir; °K1 t2've bagl
ilag salimimin nispi katkisini gosteren Quadratic modeldeki sabittir, K, t've bagl ila¢ salimimin nispi
katkisimi gosteren Quadratic modeldeki sabittir, P a, siirecin zaman dlgegini tanmimlayan olgek
parametresidir, B egriyi ya tistel (=1, durum 1), sigmoid, S-sekilli, yukart dogru egrilik ve ardindan
bir doniis noktasi (B> 1; durum 2), ya da daha yiiksek bir baslangi¢ egimi ile ve bundan sonra iistel ile
tutarly (B<I; durum 3) sekil parametresidir; % Ti, ¢oziinme veya saliverme siirecinin baglangicindan

onceki gecikme siiresini temsil eden konum parametresidir ve ¢cogu durumda sifira yakin olmaktadir;
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Sekil 5.55. I-DNP kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Sifirinct Derece Kinetik)

Kiimiilatif salim (%)

*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.

100 ;

10

Predicted

--0--0Observed

12 16 20 24
Zaman (saat)

Sekil 5.56. |-DNP kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Sifirinct Derece Kinetik, Tiag)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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100 ;

Kiimiilatif salim (%)

Predicted

10 ==0==0bserved

0 4 8 12 16 20 24
Zaman (saat)

Sekil 5.57. I-DNP kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Sifirinct Derece Kinetik, Fo)
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.

100 ;
90 { I-DNP
80 3
70 o
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-
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Kiimiilatif Salim (%)
88883

201iQg

10 --0O--Observed Predicted
0 . T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24
Zaman (saat)

Sekil 5.58. I-DNP kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Birinci Derece Kinetik)
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.59. I-DNP kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Birinci Derece Kinetik, Tiag)
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.

100 ;
90 i I-DNP

8oy aemmmmmTT
70 3 ==
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Kiimiilatif salim (%)
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10 --0--0Observed Predicted
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Sekil 5.60. I-DNP kodlu formiilasyon igin salim kinetik modeli (Birinci Derece Kinetik, Fiax)
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.61. I-DNP kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Birinci Derece Kinetik, Fmax V€ Tiag)
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.62. |-DNP kodlu formiilasyon igin salim kinetik modeli (Higuchi Modeli)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.63. I-DNP kodlu formiilasyon igin salim kinetik modeli (Higuchi modeli, Tiag)
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.64. I-DNP kodlu formiilasyon igin salim kinetik modeli (Higuchi modeli, Fo)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.65. I-DNP kodlu formiilasyon igin salim kinetik modeli (Korsmeyer-Peppas Modeli)

Kiimiilatif salim (%)

Sekil 5.66. I-DNP kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Korsmeyer-Peppas Modeli, Tiag )

*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.

100 ;
90 }
80
70

20
10 3

88883

I-DNP
_______ o
ID— "'
,
Am|
--0=-=-0bserved Predicted
8 12 16 20 24

Zaman (saat)

*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.67. I-DNP kodlu formiilasyon igin salim kinetik modeli (Korsmeyer-Peppas modeli, Fo)
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.68. I-DNP kodlu formiilasyon igin salim kinetik modeli (Hixson-Crowell modeli)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.69. I-DNP kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Hixson-Crowell modeli, Tiag )
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.70. I-DNP kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Hopfenberg modeli)
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.71. I-DNP kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Hopfenberg modeli, Tiag )
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.72. I-DNP kodlu formiilasyon igin salim kinetik modeli (Baker-Lonsdale modeli)
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Kiimiilatif salim (%)

Sekil 5.73. I-DNP kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Baker-Lonsdale modeli, Tiag )

Kiimiilatif salim (%)
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*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.74. I-DNP kodlu formiilasyon igin salim kinetik modeli (Peppas-Sahlin 1 modeli)
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.75. I-DNP kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Peppas-Sahlin 1 modeli, Tiag )
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.76. |-DNP kodlu formiilasyon igin salim kinetik modeli (Peppas-Sahlin 2 modeli)
*Observed: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.77. I-DNP kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Peppas-Sahlin 2 modeli, Tiag )
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.78. I-DNP kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Weibull 1 modeli)
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.79. I-DNP kodlu formiilasyon igin salim kinetik modeli (Weibull 2 modeli)

*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.80. I-DNP kodlu formiilasyon i¢in salim kinetik modeli (Weibull 3 modeli)

*Qbserved: Elde edilen salum profili, Predicted: Beklenen salim profili.
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Sekil 5.81. I-DNP kodlu formiilasyon igin salim kinetik modeli (Weibull 4 modeli)
*QObserved: Elde edilen salim profili, Predicted: Beklenen salim profili.

5.8. Kat1 Hal Karakterizasyonlari
5.8.1. Termal analiz
DNP, PLGA, I-Blank kodlu formiilasyon, DNP yiiklii I-DNP kodlu formiilasyon

ve fiziksel karisima ait termogramlar / DSC egrileri sirastyla Sekil 5.82., Sekil 5.83., Sekil
5.84., Sekil 5.85. ve Sekil 5.86.’da sunulmustur.

DsC
mwW
20.00-
10.00F
E ”\f’
[ Peak 198.06C
D'DD; \—’/_\\/ﬁ Onset 190.51C
Peak 133.63C Endset 202.75C
Onset 129.83C - 55.09m
[ Endset 138.05C
L Height -1.19mW
-10.00- Heat -151.16mJ e "
L Height -4.40mW
-20.00F
5 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300

Temp [C]

Sekil 5.82. DNP e ait DSC egrisi
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DSC

mwW
20.00F
10.00-
0.00F ///_/—\/_/
[ \f
L Peak 40.27C
-10.00F Onset 45.98C
L Endset 44.17C
Heat -12.27TmJ
n Height -0.41mW
-20.00"
25 50 75 100 125 150 175 200 275 750 275 300
Temp [C]
Sekil 5.83. PLGA polimerine ait DSC egrisi
DSC
mw
20.00F
10.00C
0.00F S
Peak 43.48C
Onset 40.04C
-10.00F Endset 48.07C
Heat -12.74mdJ
Height -0.38mwW
-20.00F
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Temp [C]

Sekil 5.84

. |-Blank kodlu formiilasyona ait DSC egrisi
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DSC

mwW
20.00
10.00
0.00 —
Peak 44.39C
Onset 41.29C
-10.00; Endset 49.98C
Heat -7.17md
Height -0.26mwW
-20.00;
25 50 75 100 125 150 175 200 25 250 275 300
Temp [C]
Sekil 5.85. I-DNP kodlu formiilasyona ait DSC egrisi
DSC
mwW
20.00F

10.00F /x/

/_____,..——-—/— s
Peak 189.89C

’/
0.00F -—---/\\f Onset 187.70C
Peak 40.18C Peak 133.52C Endset 197.56C
Onset 37.70C Onsct 120,916 Hest -44.34my
Endset 43.440 Endset 137.69C Height -0-98mW
10000 Heat -5.24mJ Heat -111.22md
Height 0A7TmW Height 3.40mW
-20.00r
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Temp [C]

Sekil 5.86. Fiziksel karisima ait DSC egrisi

5.8.2. FT-IR analizleri

DNP, PLGA, I-Blank kodlu formiilasyon, DNP yiiklii I-DNP kodlu formiilasyon
ve fiziksel karisima ait FT-IR spektrumlar sirasiyla Sekil 5.87., Sekil 5.88., Sekil 5.89.,
Sekil 5.90. ve Sekil 5.91.’de sunulmustur.
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Sekil 5.87. DNP e ait FT-IR spektrumu
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Sekil 5.88. PLGA polimerine ait FT-IR spektrumu
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Sekil 5.90. I-DNP kodlu formiilasyona ait FT-IR spektrumu
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Sekil 5.91. Fiziksel karigsima ait FT-IR spektrumu

5.8.3. IH-NMR analizleri

DNP, PLGA, I-Blank kodlu formiilasyon, DNP yiiklii [-DNP kodlu formiilasyon
ve fiziksel karisima ait 'H-NMR spektrumlar1 sirastyla Sekil 5.92., Sekil 5.93., Sekil
5.94., Sekil 5.95. ve Sekil 5.96.’da sunulmustur.
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Current Data Parameters

NAME MK1
EXPNO 10
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20221105
Time 13.39 h
INSTRUM spect
PROBHD 7866401_0004 (
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 16

DS 2
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 249.66

DW 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 294.6 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 400.1324708 MHz
NUC1 1H

Pl 8.00 usec
PLW1 10.94900036 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.1300072 MHz
WDW EM
SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

A

\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
i5 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0o -1 -2 ppm

Sekil 5.92. DNP e ait *H-NMR spektrumu
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Sekil 5.93. PLGA polimerine ait *H-NMR spektrumu
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NAME MKO
EXPNO 10
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20221105
Time 13.35 h
INSTRUM spect
PROBHD 72866401_0004 (
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 16

DS 2

SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 311.2

DW 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 294.7 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 400.1324708 MHz
NUC1 1H

Pl 8.00 usec
PLW1 10.94900036 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.1300087 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00
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Current Data Parameters

NAME MK3
EXPNO 10
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20221105
Time 13.31 h
INSTRUM spect
PROBHD 2866401_0004 (
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 16

DS 2

SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 560.35

DW 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 294.7 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 400.1324708 MHz
NUC1 1H

Pl 8.00 usec
PLW1 10.94900036 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.1300089 MHz
WDW EM
SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

ke

\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
i5 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0o -1 -2 ppm

Sekil 5.94. |-Blank kodlu formiilasyona ait *H-NMR spektrumu
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7.591
7.580
7.521
7.438
7.262
7.127
6.998
6.848
5.237
5.219
5.204
4.906
4.864
4.827
4.774
4.730
4.715
4.133
4.113
4.095
3.963
3.902
3.733
3.716
3.292
3.270
2.664
2.628
2.174
2.102
2.048

ﬁ

1.831
1.772
1.757
1.586
1.440
1.417
1.279
1.252
1.229
1.206
0.146

-0.000
-0.149

\ \ \ \
15 14 13 12 1

T
1
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Sekil 5.95. I-DNP kodlu formiilasyona ait*H-NMR spektrumu

<)
BRUKER
(<)

Current Data Parameters

NAME MK2
EXPNO 10
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20221105
Time 13.27 h
INSTRUM spect
PROBHD 7866401_0004 (
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 16

DS 2

SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 366.37

DW 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 294.8 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 400.1324708 MHz
NUC1 1H

Pl 8.00 usec
PLW1 10.94900036 W
F2 - Processing parameters
ST 65536

SF 400.1300088 MHz
WDW EM
SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00
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Current Data Parameters

NAME MK4
EXPNO 10
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20221105
Time 13.23 h
INSTRUM spect
PROBHD 2866401_0004 (
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 16

Ds 2

SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 249.66

bW 62.400 usec
DE 6.50 usec
TE 294.9 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 400.1324708 MHz
NUC1 1H

Pl 8.00 usec
PLW1 10.94900036 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.1300081 MHz
WDW EM
SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

\ \ \ \ \ \ \ | \ \ \ \
i5 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 o -1 -2 ppm

Sekil 5.96. Fiziksel karisima ait *H-NMR spektrumu
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5.9. Biyolojik Aktivite Calismalari

5.9.1. In vitro AChE ve BChE inhibitor aktivite yontemi ile anti-Alzheimer etki
analizleri
5.9.1.1. AChE inhibitor aktivite sonuclar

AChE inhibitor aktivite sonuglar1 Tablo 5.18.’de verilmistir. Aktivite sonuglarina
gore, asetilkolinesteraz inhibitdrii olan DNP ile karsilastirildiginda 400 pg.mL!
konsantrasyonda %96.88 + 0.16 inhibisyon ile I-DNP kuvvetli anti-AChE aktivite

gostermistir. Blank ise aktivite gostermemistir.

Tablo 5.18. DNP, I-DNP ve I-Blank kodlu formiilasyonun AChE inhibitor aktivite sonuglart

Konsantrasyon / inhibisyon (%)

Test maddesi 400 pg.mL™! 200 pg.mL! 100 pg/mL-! ICso (ng/mL)
I-DNP 96.88 +0.16 94.47 £ 0.68 90.95+ 1.14 28.80
I-Blank - - - -
DNP 93.67+ 1.21 89.19+ 1.51 84.38+ 0.03 31.06

*(-) aktivite goriilmemistir.

5.9.1.2. BChE inhibitor aktivite sonuclart

BChE inhibitor aktivite sonuglar1 Tablo 5.19.’da verilmistir. Aktivite sonuglarina
gore, DNP ile karsilastirildiginda 400 pg.mL' konsantrasyonda %82.96 + 0.57
inhibisyon ile I-DNP kuvvetli anti-BChE aktivite gostermistir. Blank ise aktivite

gostermemistir.

Tablo 5.19. DNP, I-DNP ve I-Blank kodlu formiilasyonun BChE inhibitor aktivite sonuglart

Konsantrasyon / Inhibisyon (%)

Test maddesi 400 pg.mL! 200 pg.mL"! 100 pg/mL! ICso (ng/mL)
I-DNP 82.96 + 0.57 76.35+0.7 71.04 +0.69 36.75
I-Blank - - - -
DNP 89.50 + 0.04 78.55 + 0.08 63.03 +0.02 43.07

*(-) aktivite gériilmemistir.

Sonug olarak anti-Alzheimer aktivite sonuglarina gére asetilkolinesteraz inhibitorii
olan DNP ile karsilagtirildiginda I-DNP kuvvetli anti-AChE ve anti-BChE aktivite

gostermistir.
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5.5.2. CAM (The chorioallantoic membrane assay) yontemi ile in vivo anjiyogenik

etkinlik sonuclan

Saf DNP, I-DNP ve I[-Blank kodlu formiilasyonlarin in vivo anjiyogenik etki
sonuclar1 Tablo 5.20.’de sunulmustur. CAM sonuclarina gore kor (%2.5 agaroz) ve I-
Blank kodlu formiilasyon ile karsilastirildiginda I-DNP 10 pg.pellet! konsantrasyonda
belirgin bir sekilde kapiler damar gelisimini inhibe ederek in vivo anti-anjiyogenik etki
gostermistir. Kapiler alanin azalmasina bagl olarak aktivite siralamasi I-DNP > DNP >
Blank olarak tespit edilmistir.

DNP’nin anti-anjiyogenik etkisi (10 pg.pellet!), Sekil 5.97.’de, I-DNP kodlu
formiilasyonun anti-anjiyogenik etkisi (10 pg.pellet'), Sekil 5.98.’de, I-Blank kodlu
formiilasyonun etkisi (10 pg.embriyo!) Sekil 5.99.’da, agaroz ile normal embriyo

gelisimi (%2.5, a/h) Sekil 5.100.’de sunulmustur.

Tablo 5.20. In vivo anjiyogenik etki sonuglart

Test Maddesi (10pg/pellet) Total Kapiler Damarh Alan
DNP 17.982 +2.595
I-DNP 14.702 + 3.395
I-Blank 20.362 +3.353
%2.5 (a/h) Agaroz 37.023+1.230

*Ortalama kapiler damarli alan + standart sapma (n = 15 test maddeleri igin), *p<0.05, Agaroz ile

kargilagtirilmigtir.
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Sekil 5.97. DNP 'nin anti-anjiyogenik etkisi (10 ug.pellet*) (Total kapiler damarli alan=17.982 + 2.595)
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Sekil 5.98. I-DNP kodlu formiilasyonun anti-anjivogenik etkisi (10 ug.pellet*) (Total kapiler damarli
alan=14.702 + 3.395)
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Sekil 5.99. |-Blank kodlu formiilasyonun etkisi (10 ug.embriyo™) (Total kapiler damarli alan=20.362 +
3.353)
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Sekil 5.100. Agaroz ile normal embriyo gelisimi (%2.5, a/h) (Total kapiler damarl alan=37.023+ 1.230)
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6. TARTISMA

6.1. Analitik Miktar Tayini icin Validasyon Calismalari

Analitik yontemler; gida tiretimi, dogal {irlin analizleri, ¢evre analizleri, farmasotik
ve biyomedikal analizler, yasam bilimleri gibi bir¢ok dalda énemli rol oynamaktadir.
Giivenilir, dogru ve tekrarlanabilir verilere ulagsmak icin valide edilmis analitik
yontemlerin belirli kriterlere ve amaglara ulagmasi gerekmektedir (Ozkan, 2018).
Validasyon; dogrusallik, kesinlik, dogruluk, tespit sinir1 (LOD) ve miktar tayini / 6l¢lim
siir1 (LOQ) ve seciciligin rapor edildigi validasyon sonuglariyla belirlenen bir yontemin
giivenilirligini kontrol etmede kilit faktordiir. Valide edilmis analitik yontemler, 6zellikle
ila¢ endiistrisinde nihai {riiniin kalite ve giivenliginin saglanmasinda 6nemli bir rol

oynamaktadir (Gumustas vd., 2013).

Genel bir ifade olarak, analitik yontemler ii¢ temel adimda gergeklestirilir. Birincisi
uygun ve gerekli dogrulama parametrelerinin belirlenmesi, ikincisi parametre
degerlendirmesi i¢in deney tasarimi ve sonucusu kabul kriterlerinin belirlenmesidir
(Ozkan, 2018). UV spektrofotometri teknigi disindaki diger analitik teknikler pahalilik,
karmasik aletler islemler gerektirmesi, 6rneklerden ilag analizi i¢in zaman alici olmasi
gibi dezavantajlara sahiptir (Rapalli vd., 2020). Bu sebeple bu ¢alismada UV

spektrofotometre tercih edilmistir.

Validasyon c¢aligmalari i¢in en Onemli parametrelerden biri analitlerin
cOziintirliikleridir ve bu bilgilere gore validasyon ¢alismalarinin yapilmasi oldukca
onemlidir. Literatirde DNP’nin kloroform, diklorometan ve metanolde serbestce
¢oOziindiigli, suda ¢oziindiigli, etanol, n-biitanol ve asetonitrilde az ¢oziiniir oldugu ve
asetonda c¢ok az ¢Oziinlir oldugu bildirilmistir (Shirwaikar vd., 2014). Literatiirde
PLGA’nin halojenli hidrokarbonlar (kloroform ve diklorometan), aseton, etil asetat,
dioksan ve tetrahidrofuran dahil olmak {izere bir¢ok yaygin organik c¢oziiciide

¢oziinmektedir (Kaval vd., 2023).

Tim tez ¢alismasinda DNP miktar tayin analizlerinde UV spektrofotometre
kullanilmistir. Bu tez ¢alismasinda yapilan validasyon ¢alismalarina ait elde edilen deger
ve sonuglar ‘6.1.1. Donepezil HCI i¢in aseton: su (1:1 h/h) ortaminda validasyon
calismas1’ ve “6.1.2. Donepezil HCI i¢in PBS pH:6.8 ortaminda validasyon c¢aligmast’

isimli boliimlerde tartigilmistir.
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6.1.1. Donepezil HCI i¢in aseton: su (1:1 h/h) ortaminda validasyon calismasi

Enkapsiilasyon etkinligi (% EE) analizlerinin oncesinde, DNP i¢in UV
spektrofotometrik analiz yontemi gelistirilmistir. UV yontemi, 325.0 nm'de ve kuvars
kiivet  kullanilarak ~ UV-160A / Shimadzu  (Japonya) marka UV/VIS
Spektrofotometresinde gergeklestirilmistir. % EE ¢alismasinda DNP i¢in kullanilan UV
spektrofotometrik miktar tayini yontemi farkli ICH kriterleri agisindan valide edilmistir.
Stok ¢ozelti icin, tam tartilan 25 mg DNP, 25 mL'lik balon jojeye aktarilmis ve son
konsantrasyon 1000.0 upg.mL? olacak sekilde  aseton: su (1:1, h/h) icinde
¢oziindiiriilmiistiir. Kalibrasyon egrisi, stok ¢dzeltinin 5.0-50.0 ug.mL™* konsantrasyon
araliginda 6 farkli konsantrasyon ile elde edilmistir. Cozeltiler ti¢ set halinde hazirlanmis
ve analizleri gergeklestirilmistir. En kiiciik kareler regresyon yontemi ile hesaplanan
dogrusal regresyon analizi ile dogrusallik verileri degerlendirilmistir. Bu validasyon
calismasinin kesinligi, tekrarlanabilirlik (giin ici) ve ara kesinlik (giinler arasi) ile
belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik, numunelerin ayni1 konsantrasyonda ve ayni giin iginde
analiz edilmesiyle degerlendirilmistir. Ara kesinlik, farkli giinlerdeki (3 giin) testler
karsilastirilarak incelenmistir (Mendez, Steppe ve Schapoval, 2003). Her konsantrasyon
icin ii¢ set ¢cozelti (15.0 pg.mL*?, 25.0 pg.mL?, 35 pug.mL?) hazirlanmis ve analizleri
gerceklestirilmigtir. Dogruluk, islemin basinda ¢ozeltilere eklenen bilinen miktarlarda
DNP referans standardinin geri kazanilmasiyla belirlenmistir (A Alper Oztiirk ve Merve
Giiven, 2019). Bu amag dogrultusunda tam tartilmig 10 mg DNP, 100 mL'lik 6l¢iilii balona
aktarilmis ve son konsantrasyon 100.0 pg.mL?' aseton: su (1:1, h/h) icinde
¢oziindiiriilmiis. Bu hazirlanan ¢odzeltiden dogruluk calismasi igin 15.0 pug.mL?, 25.0

ng.mL* ve 35.0 ug.mL* konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanmis ve analiz edilmistir.

50.0 pg.mL? konsantrasyonda DNP ¢ozeltisinin UV araliginda (200-800 nm)
taranmasiyla elde edilen maksimum absorbans 325.0 nm olarak bulunmus (Bkz. Sekil
5.1.ve Sekil 5.3.) ve aseton:su (1:1, h/h) (Bkz. Sekil 5.4.), DNP igermeyen [-Blank kodlu
bos formiilasyon (Bkz. Sekil 5.4.) 325.0 nm’de herhangi bir absorbans vermemistir. Bu

sonuglar yontemin se¢iciligini kanitlar niteliktedir (Rapalli vd., 2020).

Dogrusallik ¢alismasi sonucunda elde edilen y = 0.0186x + 0.0177 olan regresyon
denkleminin korelasyon katsayis1 (R?) degeri 0.9992 olarak hesaplanmistir (Bkz. Sekil
5.2.). Literatiir ve yasal kilavuzlar incelendiginde R? degerinin 1'e yakin (kabul edilebilir

minimum korelasyon katsayisi kriteri, R? = 0.9900'dan biiyiik olmalidir) olmasi
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gerekmekte ve bu deger yontemin dogrusalligini kanitlamaktadir (Borman ve Elder,
2017; Enggi vd., 2022; Migues vd., 2022). Bu bilgiler dogrultusunda, bu ¢alismada

0.9992 olarak elde edilen R? degeri yontemin dogrusalligini kanitlamaktadr.

Ug farkli giin boyunca yapilan kesinlik ¢aligmasi sonucunda 15.0 pg.mL*
konsantrasyondaki DNP i¢in 1. giin, 2. giin ve 3. giin sonunda sirastyla % 0.416, % 0.746
ve % 0.548 (Bkz. Tablo 5.2.); 25.0 ug.mL* konsantrasyondaki DNP i¢in 1. giin, 2. giin
ve 3. giin sonunda sirasiyla % 0.329, % 1.569 ve % 0.570 (Bkz. Tablo 5.3.); 35.0
ng.mL ! konsantrasyondaki DNP igin 1. giin, 2. giin ve 3. giin sonunda sirastyla % 0.308,
% 0.089 ve % 0.385 (Bkz. Tablo 5.4.); olarak elde edilen RSD (%, varyasyon katsayist)
degerleri %?2’den diisiiktlir. DNP’nin her bir kesinlik seviyesinde ii¢ tekrarli ¢ozeltisi
icin hesaplanan %RSD'nin %2'den az oldugu tespit edildiginden, yontemin kesin oldugu

sonucuna varilmistir (Abdelazim vd., 2022).

Dogruluk ¢alismasinda 15.0 pg.mL?, 25.0 pg.mL? ve 35.0 ng.mL! konsantrasyon
igin sirastyla % 100.124 + 0.207, % 99.770 + 0.431 ve % 99.925 + 0.387 olarak elde
edilen geri kazanimlar yontemin dogrulugunu kanitlamaktadir (Bkz. Tablo 5.5.). LOD
ve LOQ sirastyla 1.275 ng.mL™ ve 3.863 pg.mL? olarak elde edilmistir ve uygunlugunu
dogrusallikta calisilan en diisiik konsantrasyonda daha diisiik olmasi ile kanitlamigtir (A

Alper Oztiirk, Giiven ve Yenilmez, 2018; Farid vd., 2022).

Tiim bu sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde DNP igin aseton: su (1:1 h/h)
ortaminda segici, basit ve ucuz bir yontem gelistirildigi sdylenebilir (A. Alper Oztiirk,

Aygiil ve Senel, 2019; A Alper Oztiirk, Unver ve Kiyan, 2023).

6.1.2. Donepezil HCI icin PBS pH:6.8 ortaminda validasyon ¢calismasi

In vitro dissoliisyon analizlerinin 6ncesinde, DNP igin spesifik ve segici olan UV
spektrofotometrik analiz yontemi gelistirilmistir. UV yonteminde, UV-160A / Shimadzu
(Japonya) marka UV/VIS Spektrofotometresinde 315.0 nm'de ve kuvars kiivet
kullanilmigtir. Tez ¢alismasinda DNP i¢in kullanilan UV spektrofotometrik miktar tayini
yontemi dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik ve segicilik agisindan valide
edilmistir. Stok ¢ozelti i¢in, tam tartilan 25 mg DNP, 25 mL'lik balon jojeye aktarilmis
ve son konsantrasyon 1000.0 pg.mL? olacak sekildle PBS pH 6.8 iginde

¢oziindiiriilmiistiir. Kalibrasyon egrisi, stok ¢dzeltinin 5.0-40.0 ug.mL? konsantrasyon
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aralaginda 6 farkli konsantrasyon ile elde edilmistir. Cozeltiler ii¢ set halinde hazirlanmis
ve analizleri gergeklestirilmistir. En kiigiik kareler regresyon yontemi ile hesaplanan
dogrusal regresyon analizi ile dogrusallik verileri degerlendirilmistir. Bu validasyon
calismasinin kesinligi, tekrarlanabilirlik (giin ici) ve ara kesinlik (giinler arasi) ile
belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik, numunelerin ayni1 konsantrasyonda ve ayni giin iginde
analiz edilmesiyle degerlendirilmistir. Ara kesinlik, farkli giinlerdeki (3 giin) testler
karsilastirilarak incelenmistir (Mendez, Steppe ve Schapoval, 2003). Her konsantrasyon
icin ii¢ set ¢ozelti (15.0 pg.mL?, 25.0 ug.mL?, 35.0 pg.mL?) hazirlanmis ve analizleri
gerceklestirilmigtir. Dogruluk, islemin basinda ¢ozeltilere eklenen bilinen miktarlarda
DNP referans standardimin geri kazanilmasiyla belirlenmistir (A. Alper Oztiirk ve Merve
Giiven, 2019). Bu amag¢ dogrultusunda tam tartilmis 10 mg DNP, 100 mL'lik ol¢iili
balona aktarilmis ve son konsantrasyon 100.0 pg.mL? PBS pH 6.8 iginde
¢oziindiiriilmiistiir. Bu hazirlanan ¢ozeltiden dogruluk galismasi igin 15.0 ug.mL?, 25.0

ug.mL* ve 35 ug.mL* konsantrasyonlarinda ¢dzeltiler hazirlanmis ve analiz edilmistir.

40.0 pg.mL? konsantrasyonda DNP ¢ozeltisinin UV araliginda (200-800 nm)
taranmasiyla elde edilen maksimum absorbans 315.0 nm olarak bulunmus (Bkz. Sekil
5.6. ve Sekil 5.8.) ve PBS pH 6.8 (Bkz. Sekil 5.9.), DNP icermeyen [-Blank kodlu bos
formiilasyon (Bkz. Sekil 5.10.) 315.0 nm’de herhangi bir absorbans vermemistir. Bu

sonuglar yontemin se¢iciligini kanitlar niteliktedir (Rapalli vd., 2020).

Dogrusallik ¢alismasi sonucunda elde edilen y = 0.0227x + 0.0253 olan regresyon
denkleminin korelasyon katsayis1 (R?) degeri 0.9991 olarak hesaplanmistir (Bkz. Sekil
5.7). Literatiir ve yasal kilavuzlar incelendiginde R? degerinin 1'e yakin (kabul edilebilir
minimum korelasyon katsayisi kriteri, R? = 0.9900'dan biiyiik olmalidir) olmasi
gerekmekte ve bu deger yontemin dogrusalligini kanitlamaktadir (Borman ve Elder,
2017; Enggi vd., 2022; Migues vd., 2022). Bu bilgiler dogrultusunda, bu ¢alismada
0.9991 olarak elde edilen R? degeri yontemin dogrusalligini kanitlamaktadir.

Ug farkli giin boyunca yapilan kesinlik calismas1 sonucunda 15.0 pg.mL*
konsantrasyondaki DNP i¢in 1. giin, 2. giin ve 3. giin sonunda sirasiyla % 0.447, % 0.608
ve % 0.294 (Bkz. Tablo 5.7.); 25.0 ug.mL™* konsantrasyondaki DNP i¢in 1. giin, 2. giin
ve 3. giin sonunda sirasiyla % 0.176, % 0.368 ve % 0.443 (Bkz. Tablo 5.8.); 35.0
ng.mL ! konsantrasyondaki DNP igin 1. giin, 2. giin ve 3. giin sonunda sirastyla % 0.192,
% 0.192 ve % 0.126 (Bkz. Tablo 5.9.); olarak elde edilen RSD (%, varyasyon katsayist)
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degerleri %?2’den diigiiktiir. DNP’nin her bir kesinlik seviyesinde ii¢ tekrarli ¢ozeltisi
icin hesaplanan %RSD'nin %2'den az oldugu tespit edildiginden, yontemin kesin oldugu

sonucuna varilmistir (Abdelazim vd., 2022).

Dogruluk ¢aligmasinda 15.0 pg.mL™?, 25.0 ng.mL* ve 35.0 pg.mL* konsantrasyon
icin sirastyla % 100.306 + 0.449, % 99.850 + 1.275 ve % 100.074 + 0.126 olarak elde
edilen geri kazanimlar yontemin dogrulugunu kanitlamaktadir (Bkz. Tablo 5.10.). LOD
ve LOQ sirastyla 1.220 pg.mL™ ve 3.694 pg.mL? olarak elde edilmistir ve uygunlugunu
dogrusallikta ¢alisilan en diisiik konsantrasyonda daha diisiikk olmasi ile kanitlamistir (A

Alper Oztiirk, Giiven ve Yenilmez, 2018; Farid vd., 2022).

Tiim bu sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde DNP i¢in PBS pH 6.8 ortaminda
secici, basit ve ucuz bir yontem gelistirildigi soylenebilir (A Alper Oztiirk, Aygiil ve
Senel 2019; A Alper Oztiirk, Unver ve Kiyan, 2023).

6.2. Nanopartikiil Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlamak PLGA (Poli
Laktik-ko-Glikolik Asit) kullanilmis ve hazirlama yontemi olarak ¢ift emiilsifikasyon
¢Oziici ugurma teknigi tercih edilmistir. Bu teknik, ayni zamanda "emiilsiyon
emiilsiyonlar1" olarak da isimlendirilmekte olup, dagilmig fazin damlaciklarmin
kendilerinden bir ya da daha c¢ok sayida daha kiiclik dagilmis damlaciklar icerdigi
kompleks sistemlerdir. Cift emiilsifikasyon teknigi hem hidrofobik hem de hidrofilik
ilaglari, kozmetik tiriinleri, gidalar1 ve protein gibi 6zel iirlinlerin enkapsiilasyonuna izin
vermektedir. Cift emiilsifikasyon teknigi, klasik emiilsiyonlarda dis sulu faza hizli etkin
madde gocii nedeniyle diisiik enkapsiilasyon etkinliginden muzdarip DNP gibi hidrofilik
etkin maddelerin  enkapsiillenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. ~ Cift
emiilsifikasyon tekniginde, bir lipofilik ¢oziicliniin suyla karisabilen bir yar1 polar
¢oziicliyle yer degistirmesi, yiizey iizerinde polimerin birikmesine neden olur. Coziicii
olmayan maddenin hizli yayilmasi, yilizeydeki bir artiga ve boylece kiigiik organik ¢oziicii
damlaciklarinin olugsmasina neden olan iki faz arasindaki ara ylizey gerilimini azaltir. Bu
cok oldukga basit ve ekonomik bir yontem oldugu icin bu ¢alismada tercih edilmistir

(Igbal vd. 2015), (BBTS Mishra, Patel ve Tiwari, 2010).
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Bu tez galigmasi kapsaminda sulu faz igeriginde bulunan PV A konsantrasyonun ve
prob sonikasyon siiresinin nanopartikiil 6zellikleri tizerine etkisini incelemek icin 9 adet
Blank ve 9 adet DNP yiiklii formiilasyon hazirlanmistir. A (A-Blank ve A-DNP), D (D-
Blank ve D-DNP) ve G (G-Blank ve G-DNP) kodlu formiilasyonlarda sulu fazda
bulunana PVA konsantrasyonu %0.5 (a/h), %0.75 (a/h) ve %1.0 (a/h) olup
hazirlanmalarinda 60 saniye prob sonikasyon kosulu kullanilmistir. B (B-Blank ve B-
DNP), E (E-Blank ve E-DNP) ve H (H-Blank ve H-DNP) kodlu formiilasyonlarda sulu
fazda bulunana PVA konsantrasyonu %0.5 (a/h), %0.75 (a/h) ve %1.0 (a/h) olup
hazirlanmalarinda 90 saniye prob sonikasyon kosulu kullanilmistir. C (C-Blank ve C-
DNP), F (F-Blank ve F-DNP) ve | (I-Blank ve I-DNP) kodlu formiilasyonlarda sulu fazda
bulunana PVA konsantrasyonu %0.5 (a/h), %0.75 (a/h) ve %1.0 (a/h) olup
hazirlanmalarinda 120 saniye prob sonikasyon kosulu kullanilmistir. Formiilasyonlarin
hazirlanmas1 ardindan pargacik boyut, parcacik boyut dagilimi ve zeta potansiyel

degerleri Ol¢lilmiis ve optimum formiilasyon hazirlanmistir.

6.3. Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

6.3.1. Parcacik boyutu, parcacik boyutu dagilimi ve zeta potansiyel

Pargacik boyutu analizleri medikal alanda kullanilacak nanopartikiillerin en 6nemli
iki 6zelligidir, ¢linkii bu iki 6zellik ila¢ salim orani, muko-adezyon, biyolojik dagilim,
hiicresel alim gibi 6zellikleri yakindan etkilemektedir. Terapotik etkiyi ve klinik sonuglari
iyi hale getirmek agisindan PDI degeri diisiik ya da baska bir deyisle dar boyut dagilimina
sahip nanopartikiillerin {iretimi oldukca Kritiktir (A. A Oztiirk, Giindiiz ve Ozisik, 2018).

Pargacik boyut analizlerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda, A-Blank, A-
DNP, B-Blank, B-DNP, C-Blank, C-DNP, D-Blank, D-DNP, E-Blank, E-DNP, F-Blank,
F-DNP, G-Blank, G-DNP, H-Blank, H-DNP, I-Blank, I-DNP kodlu formiilasyonlar i¢in
strastyla 177.93 nm + 2.84, 182.70 nm £ 6.08, 173.50 nm + 3.28, 179.67 nm £ 0.93, 170.
43 nm £ 0.35, 175.93 nm + 3.89, 159.87 nm £+ 2.20, 182.23 nm £ 1.99, 151.53 nm + 1.50,
167.03 nm + 0.67, 145.57 nm £ 2.54, 154.90 nm + 2.23, 150.37 nm + 3.66, 153.73 nm +
1.97,142.17 nm + 4.88, 145.47 nm + 3.62, 134.10 nm £ 2.19 ve 136.37 nm + 0.93 olarak
elde edilmistir (Bkz. Tablo 5.11.). Parg¢acik boyutu analiz sonuglari incelendiginde
oncelikle goze carpan nokta, DNP yiiklenmis nanopartikiil formiilasyonlarinin blank

nanopartikiil formiilasyonlarindan biiyiik bir pargacik boyutuna sahip olmasidir.
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Literatiirde bulunan 6nceki ¢alismalar incelendiginde, etkin madde yiiklii nanopartikiil
formiilasyonlarinin parcacik boyutunun blank formiilasyonlardan daha biiytik olabilecegi
bildirilmistir. Bu durum polimer gibi biiyiilk molekiilli maddelerin etkin maddeyi
enkapsiilleyerek nanopartikiilii olusturmas1 ve dolayisiyla hazirlanan nanopartikiil
partikiil boyutunda biiyiime olabilmesi seklinde aydinlatilmistir (Ekambaram ve Sathali,
2011; A. Alper Oztiirk, Yenilmez ve Yazan, 2015).

Daha once belirtildigi {izere bu tez ¢alismasinin ana amaglarindan biri sulu faz
iceriginde bulunan PVA konsantrasyonun ve prob sonikasyon siiresinin nanopartikiil
formiilasyonlarinin parcacik boyut iizerine etkisinin arastirilmasidir. Aynm1 PVA
konsantrasyonlarinin (%0.5 a/h) kullanildigt A, B ve C kodlu formiilasyonlarda
hazirlama kosulu olarak sirasiyla 60 saniye, 90 saniye ve 120 saniye prob sonikasyon
tercih edilmistir. Par¢acik boyutu sonuglar1 incelendiginde hem blank hem de DNP yiiklii
formiilasyonlarda parcacik boyut siralamasi A > B > C olarak elde edilmistir. Ayn1 PVA
konsantrasyonlarinin (%0.75 a/h) kullanildigt D, E ve F kodlu formiilasyonlarda
hazirlama kosulu olarak sirasiyla 60 saniye, 90 saniye ve 120 saniye prob sonikasyon
tercih edilmistir. Parcacik boyutu sonuglar1 incelendiginde hem blank hem de DNP yiiklii
formiilasyonlarda pargacik boyut siralamasi D > E > F olarak elde edilmistir. Ayn1 PVA
konsantrasyonlarinin (%1.0 a/h) kullanildig1 G, H ve I kodlu formiilasyonlarda hazirlama
kosulu olarak sirasiyla 60 saniye, 90 saniye ve 120 saniye prob sonikasyon tercih
edilmistir. Pargacik boyutu sonuclari incelendiginde hem blank hem de DNP yiiklii
formiilasyonlarda parcacik boyut siralamasit G > H > I olarak elde edilmistir. En kii¢iik
pargacik boyutu en yiiksek PVA konsantrasyonu (%1.0 a/h) ve en yiiksek prob
sonikasyon siiresine (120 saniye) sahip I-Blank ve I-DNP kodlu formiilasyonda elde
edilmistir. Sonug¢ olarak hazirlama sirasinda yiizey etkin madde olarak kullanilan
PVA’nin artan konsantrasyonlarinda ve artan prob sonikasyon siiresinde pargacik
boyutunda azalma tespit edilmistir. Bu durum nanopartikiillerin hazirlamasi sirasinda
sulu fazda ylizey etkin maddenin varligiyla ylizey gerilimini azaldigi1 ve daha kiiclik
parcaciklarin iiretimi sirasinda yeni gelisen yiizeylerin daha kolay stabilize edildigi
seklinde yorumlanabilmektedir (Senel ve Oztiirk, 2019), (Zirak ve Pezeshki, 2015). Bu
tez ¢aligmasinda elde edilen bu bulgular1 destekleyen sonuglar literatiirde mevcuttur

(Koppolu vd., 2010; Mainardes ve Evangelista, 2005).
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Pargacik boyut dagilimi (PDI) sonuglar1 A-Blank, A-DNP, B-Blank, B-DNP, C-
Blank, C-DNP, D-Blank, D-DNP, E-Blank, E-DNP, F-Blank, F-DNP, G-Blank, G-DNP,
H-Blank, H-DNP, I-Blank, I-DNP kodlu formiilasyonlar igin sirasiyla 0.117 £+ 0.018,
0.120+0.018,0.112+0.043, 0.108 += 0.006, 0.110 + 0.005, 0.106 + 0.020, 0.143 = 0.007,
0.216 £0.008, 0.129 + 0.032, 0.152+ 0.014, 0.132 £ 0.009, 0.109 £ 0.045, 0.159 + 0.038,
0.147 £ 0.034, 0.145 + 0.007, 0.133 + 0.010, 0.135 + 0.026 ve 0.122 = 0.011 olarak elde
edilmistir (Bkz. Tablo 5.11). Hazirlanan nanopartikiillerin monodispersligini gosteren
PDI degerlerinin 0.3’ten kii¢iik olmasini optimum deger olarak kabul etmektedir fakat
0.5’ten kiiclik degerler de kabul edilebilir oldugu literatiirde bildirilmistir (Biiyiikkdroglu
vd., 2016). Literatiirde verilen bilgi dogrultusunda, sonu¢ olarak bu tez kapsaminda
hazirlanan tiim PLGA nanopartikiillerinin kaliteli ve monodispers olarak hazirlandigi

sonucuna varilabilir.

A-Blank, A-DNP, B-Blank, B-DNP, C-Blank, C-DNP, D-Blank, D-DNP, E-Blank,
E-DNP, F-Blank, F-DNP, G-Blank, G-DNP, H-Blank, H-DNP, I-Blank ve I-DNP kodlu
formiilasyonlar i¢in sirasiyla Sekil 5.13., Sekil 5.14., Sekil 5.15., Sekil 5.16., Sekil 5.17.,
Sekil 5.18., Sekil 5.19., Sekil 5.20., Sekil 5.21., Sekil 5.22., Sekil 5.23., Sekil 5.24., Sekil
5.25., Sekil 5.26., Sekil 5.27., Sekil 5.28., Sekil 5.29. ve Sekil 5.30.’da sunulan Zetasizer
Nano ZS cihazindan alinan pargacik boyut dagilim raporlart ise tez ¢aligmasinda

hazirlanan formiilasyonlarin monodispersligini kanitlar niteliktedir.

Nanopartikiillerin boyutu, nanosistemlerin kan beyin bariyeri gibi belirli biyolojik
engelleri gecip gecemeyecegini belirleyen onemli bir faktordiir. Yapilan bir ¢alismada
hazirlanan tiim nanopartikiillerin parcacik boyutu 250 nm'den daha diisiik olarak elde
edilmis ve bu boyutun kan beyin bariyeri boyunca ge¢isi saglayan 6nemli bir 6zellik
oldugu sonucuna varilmigtir (Pinheiro vd., 2020). Baska bir ¢alismada ise alzheimer gibi
hastaliklarda 150 nm’den daha diisiik parc¢acik boyutuna sahip sistemlerin uygun oldugu
sOylenmistir (Revdekar ve Shende, 2021). Bir diger ¢alismada ise alzheimer tedavisi i¢in
hazirlanan nanosistemin pargacik boyutu 121 nm olarak belirtilmistir (Madhu, Komala
ve Pandian, 2021). Sonug olarak literatiirde kan beyin bariyerinin gegilebilmesi igin
diisiik pargacik boyutuna sahip nanosistemlerin kullanilmasi vurgulanmistir, bu sebeple
bu proje kapsaminda en diisiik pargacik boyutuna sahip I-DNP kodlu formiilasyon

optimum formiilasyon olarak se¢ilmistir.
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Bu tez ¢alismasinda hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlari i¢in negatif zeta
potansiyel sonuglari elde edilmistir. Zeta potansiyel sonuglar1 A-Blank, A-DNP, B-Blank,
B-DNP, C-Blank, C-DNP, D-Blank, D-DNP, E-Blank, E-DNP, F-Blank, F-DNP, G-
Blank, G-DNP, H-Blank, H-DNP, I-Blank, I-DNP kodlu formiilasyonlar i¢in sirasiyla -
13.53 mV £ 0.51, -13.16 mV £+ 3.21, -14.30 mV £ 0.44, -14.63 mV £ 0.81, -16.13 mV =+
3.84,-1546 mV +£0.92,-14.33 mV + 1.32, -11.50 mV + 0.62, -13.57 mV £ 1.63, -11.33
mV +0.55,-1253 mV £ 1.12, -11.80 mV £ 2.69, -19.63 mV + 1.17, -23.39 mV + 0.30,
-17.83 mV £5.69,-21. 30 mV £ 0.61, -18.25 mV £ 0.21 ve -24.17 mV £ 1.21 olarak elde
edilmistir (Bkz. Tablo 5.12). A-Blank, A-DNP, B-Blank, B-DNP, C-Blank, C-DNP, D-
Blank, D-DNP, E-Blank, E-DNP, F-Blank, F-DNP, G-Blank, G-DNP, H-Blank, H-DNP,
I-Blank ve I-DNP kodlu formiilasyonlar igin sirasiyla Sekil 5.32., Sekil 5.33., Sekil 5.34.,
Sekil 5.35., Sekil 5.36., Sekil 5.37., Sekil 5.38., Sekil 5.39., Sekil 5.40., Sekil 5.41., Sekil
5.42., Sekil 5.43., Sekil 5.44., Sekil 5.45., Sekil 5.46., Sekil 5.47., Sekil 5.48. ve Sekil
5.49.°da sunulan Zetasizer Nano ZS cihazindan alinan zeta potansiyel sonug¢ raporlari

negatif zeta potansiyel dagilimini kanitlar niteliktedir.

Notr ortamdaki PLGA, terminal karboksil gruplarindan dolay:r negatif yiizey
potansiyeline sahiptir ve bu durum hazirlanan formiilasyonlarda elde edilen negatif zeta
potansiyeli degerlerini agiklar niteliktedir (Lima vd., 2018). Hazirlanan nanosistemlerde
zeta potansiyel degeri +/- 30 mV olan bir koloidal sistem, kararli bir sistem olarak kabul
edilmektedir (Oztiirk ve Aygiil, 2020). Bir nanosistemde elde edilen -5.0 ve -15.0 mV
arasindaki zeta potansiyel degerleri nanosistemin flokiilasyonun smir bdlgesinde
oldugunu gostermekte olup ve -5.0 ile -3.0 mV arasindaki degerler bir nanosistem igin
ise maksimum flokiilasyon bolgesi oldugu daha 6nce bildirilmistir (Miiller, Méder ve
Gohla, 2000). Bu bilgiye gore optimum olarak segilen I-DNP kodlu formiilasyonun -
24.17 mV =+ 1.21 olarak elde edilen zeta potansiyel degeri sayesinde kararli olabilecegi

sonucuna varilmistir.

6.3.2. Kriyoprotektan etki ve saklama kosullarinin belirlenmesi

Liyofilizasyon (dondurarak kurutma) farmasotik iiriinlerin ve nanosistemlerin
kararliligini arttirmak ve saklanmalarini kolaylastirmak i¢in siklikla tercih edilir (Martin-
Banderas vd., 2012; Oztirk vd., 2019). Nanopartikiil formiilasyonlarmin

liyofilizasyonunda dondurma ve kurutma asamalarinda parcacik boyutlarinin
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yiikselebilme riski bulunmaktadir, liyofilizasyon islemine gecilmeden 6nce hazirlanan
nanopartikiil formiilasyonu i¢ine kriyoprotektan adi verilen bazi 6zel ajanlarin eklenmesi
gerekmektedir. En ¢ok kullanilan kriyoprotektan ajanlar trehaloz, siikroz, glukoz ve

mannitol gibi seker tiirevleridir (Abdelwahed vd., 2006).

Bu tez kapsaminda optimum olarak secilen I-DNP kodlu formiilasyonun dondurma
ve kurutma asamalarindan sonra pargacik boyutunun degisimini onlemek i¢in farkl
konsantrasyonlarda trehaloz c¢ozeltisiyle bir calisma planlanmistir. Bu c¢alisma
kapsaminda taze hazirlanan ve santrifiije edilen partikiillerin yikama proseslerinin
ardindan iizerine %5.0 (a/h) konsantrasyonunda hazirlanan trehaloz ¢ozeltisinden 1 mL
eklenip vortekslenmis ve 5 esit kisitma ayrilmis ve bu tiiplere sirasiyla %5.0 a/h
konsantrasyondaki trehaloz ¢ozeltisinden 1. tiipe 200 pL, 2. tiipe 300 pL, 3. tiipe 500 pL,
4. tipe 600 pL, 5. tipe 800 pL eklenmistir. Tim tipler -20°C’de buzdolabinda
dondurulmasinin ardindan liyofilizatdrde liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon sonucu,
liyofilize toz nanopartikiil formiilasyonlarinin iizerine 1 mL distile su eklenip
vortekslenerek dagitilmistir. Her tiip i¢in parcacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli
Olciilmiistir. 200 pL trehaloz ¢ozeltisi, 300 pL trehaloz ¢ozeltisi, 500 pL trehaloz
¢ozeltisi, 600 pL trehaloz ¢ozeltisi ve 800 pL trehaloz ¢ozeltisi eklenen tiiplerde
liyofilizasyon sonrasi elde edilen parcacik boyutlar: sirasiyla 165.33 nm + 6.83, 163.77
nm=+0.97,152.67nm=1.16, 136.90 nm + 2.74 ve 135.53 nm + 1.25 olarak elde edilmistir
(Bkz. Tablo 5.13. ve Sekil 5.50.). Bu sonuglar dogrultusunda 800 pL trehaloz ¢ozeltisinin
dondurarak kurutma isleminden sonra parcacik boyutunun sabit tutulmasi i¢in yeterli
olduguna karar verilmistir. 800 pL trehaloz ¢6zeltisinin eklendigi analizde parcacik boyut
dagilimi1 degerlerinin (Bkz. Tablo 5.13. ve Sekil 5.51.) ve zeta potansiyel degerlerinin
(Bkz. Tablo 5.14. ve Sekil 5.52.) taze formiilasyonun degerlerine benzer olmasi 800 puL
trehaloz ¢ozeltisinin kullanilmasinin taze formiilasyonun 6zeliklerinin degismemesi icin

yeterli oldugu sonucuna varilmstir.

6.3.3. Gastrointestinal stabilite degerlendirme

Kisa siireli gastrointestinal kararlilik ve In vitro salim profillerinin daha iyi
anlasilmasi i¢in tez kapsaminda optimum olarak segilen I-DNP kodlu formiilasyonun

stabilitesi farkli gastrointestinal ortamlarda 37 °C'de analiz edilmistir. Bu analizler 24 saat
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boyunca pH 1.2 HCI tamponu, pH 6.8 fosfat tamponu, pH 7.4 fosfat tamponu ve distile

su i¢inde gergeklestirilmistir.

Hidrolitik bozunabilir polimerlerden olusan nanopartikiillerin zamanla bozundugu
bilinmektedir. Sicaklik ve pH'im ilaglarin uzun siireli stabilitesi iizerinde ¢ok Snemli
etkileri oldugu bildirilmistir (A. Alper Oztiirk, Banderas vd., 2018). Yapilan analizler
sonugalrt incelendiginde (Bkz. Tablo 5.15 ve Sekil 5.53.) pH 6.8 fosfat tamponu, pH 7.4
fosfat tamponu ve distile su icinde bulunan nanopartikiillerin pargacik boyutlarinin daha
yavas ve az arttig tespit edilmistir. Ote yandan pH 1.2 HCI tamponunda bulunan
naopartikiillerin parcacik boyutu sifirinct zamana gore oldukca artmis ve 24. saatin
sonunda 514.8 nm + 20.3 degerine ulagmistir. Literatiir incelendiginde bu g¢alismada
hazirlanan I-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonun pH 1.2 HCl tamponunda hizli
degredasyonla ve diger ortamlarda yavas degredasyonla par¢alandigi sonucuna varilabilir

(A. Alper Oztiirk, Yenilmez ve Ozarda, 2019).(Oztiirk vd., 2019).

6.3.4. Enkapsiilasyon etkinligi

Enkapsiilasyon etkinligi (% EE) hazirlanan naopartikiil formiilasyonlari i¢in 6nemli
bir kriterdir ¢linkii daha yiiksek enkapsiilasyon & yiikleme etkinligi, belirli bir doz ilag
icin daha diisiik miktarda nanopartikiiliin hastaya uygulanma avantajini saglar. Bu tez
kapsaminda hazirlanan I-DNP kodlu formiilasyonun enkapsiilasyon etkinligi %69.22 +
4.84 olarak elde edilmistir. Literatiire gére bu sonucun oral uygulama i¢in ideal oldugu

sOylenebilir (Martin-Banderas vd. 2012; Panyam vd., 2004).

6.3.5. In vitro dissoliisyon

DNP ile ilgili literatiire girmis daha onceki ¢alismalarda pH 6.8 fosfat tamponu
ortaminin salim & dissoliisyon ortami olarak secildigi goriilmiistiir (Alshetaili vd., 2021;
AnjiReddy ve Karpagam, 2021). Bu tez c¢alismasinda gergeklestirilen gastrointestinal
stabilite degerlendirme ¢aligmasi ve literatiir bilgisi 1s181indan dissoliisyon testinin pH 6.8

ortaminda yapilmasina karar verilmistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan dissoliisyon testinde saf DNP, pH 6.8 PBS

ortaminda birinci saatin sonunda %79.3 £ 6.8, ikinci saatin sonunda ise %97.6 + 2.3 salim
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oran1 gostermistir. Ugiincii saatin sonunda %99.8 £+ 0.1 salim orani1 ile DNP’nin
neredeyse tamami pH 6.8 PBS ortaminda salinmistir (Bkz. Tablo 5.16 ve Sekil 5.54).
DNP igeren I-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonundan DNP salim oranlarina
bakildiginda 1, 2, 3,4, 5,6, 7,9, 12 ve 24. saatlerin sonunda sirastyla %19.7 + 3.5, %22.6
+ 6.2, %34.6 £ 3.4, %40.3 £ 2.9, %47.4 + 3.1, %52.6 + 2.6, %54.2 + 4.8, %60.4 + 2.7,
%68.4 + 4.5 ve %83.7 + 5.2 degerleri elde edilmistir (Bkz. Tablo 5.16 ve Sekil 5.54).
Literatiir incelendiginde I-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonundan DNP salimi1 saf
DNP ile karsilastirildiginda, I-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonun daha yavas ve 24
saatlik bir uzatilmig salim yaptigi oldukga agiktir (Bulut ve Sanli, 2014; Raman, Khan ve
Mahmood, 2022; Sutthapitaksakul, Dass ve Sriamornsak, 2021).

6.3.6. Salim Kkinetigi

Dissoliisyon testi sonucunda elde edilen salim verileri ve kiimiilatif salim profilleri
belirlendikten sonra, salim kinetiginin aydinlatilmasit agisindan ¢ok 6nemli ve popiiler
dort kriteri belirlemek i¢in tiim dissoliisyon verileri veriler DDSolver programina
aktarilmistir. Bu 6nemli dort kriter korelasyon katsayisi (r?), diizeltilmis korelasyon
katsayis1 (r%adjusted), Model secme kriteri (MSC) ve Akaike bilgi kriteri (AIC)’dir.
Degerlendirmede en yiiksek 12, rZdjusted, MSC degeri ile en diisik AIC degeri baz
alinmigtir. Programda Sifirinci-derece, Sifirinci-derece (Tiag), Sifirmer derece (Fo),
Birinci-derece, Birinci-derece (Tiag), Birinci-derece (Fmax), Birinci-derece (Tiag Ve Fmax),
Higuchi, Higuchi (Tig), Higuchi (Fo), Korsmeyer-Peppas, Korsmeyer-Peppas (Tiag),
Korsmeyer-Peppas (Fo), Hixson-Crowell, Hixson-Crowell (Tiag), Hopfenberg,
Hopfenberg (Tiag), Baker-Lonsdale, Baker-Lonsdale (Tiag), Peppas-Sahlin, Peppas-Sahlin
1 (Tiag), Peppas-Sahlin 2, Peppas-Sahlin 2 (Tiag), Quadratic, Quadratic (Tiag), Weibull 1,
Weibull 2, Weibull 3 ve Weibull 4 modelleri incelenmistir (Y. Zhang vd., 2010; Zuo vd.,
2014).

Tablo 5.17. incelendiginde ve kriterler gz Oniine alindiginda I-DNP kodlu
formiilasyondan DNP saliminin Weibull modeline uygun oldugu gézlenmistir. Literatiir
incelendiginde Weibull modelinin matriks tipte hazirlanmis nano ilag tasiyici sistemler
i¢in olduk¢a uygun bir model oldugu bilgisine ulagilmistir (Dash vd., 2010; Goldsmith,
Randall ve Ross, 1978; Langenbucher, 1972). Tiim kinetik sonuglar1 incelendiginde r?,

Iadjusted, MSC ve AIC degerleri Weibull modeli icin en yiiksek bulunmustur fakat, bazi
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modeller i¢in elde edilen degerler Weibull modeli kadar yiliksek olmasada yakin olarak
elde edilmistir. Farkli bir deyisle baz1 modeller ve Weibull modellinde yiiksek korelasyon
gozlenmistir (Bkz. Tablo 5.17. ve Sekil 5.55.- Sekil 5.81). Boyle bir durumun olabilecegi
daha 6nce literatiirde bildirilmistir. (A. Alper Oztiirk ve Kiyan, 2020; Yang vd., 2019).
Sonug olarak elde edilen tiim veriler ve literatiir incelemesi sonucu DNP’nin I-DNP kodlu
nanopartikiil formiilasyonundan salinmasi1 agirlikli olarak yalmizca bir mekanizma
tarafindan degil, fickian (saf diflizyon fenomeni) ve fickian olmayan salimin (aglar
arasindaki polimer zincirinin gevsemesinden dolay1) birlesik bir mekanizmasi seklinde

oldugu séylenebilir (Yang vd., 2019).

6.4. Kat1 Hal Karakterizasyonlari

6.4.1. Termal analiz

Bu tez ¢alismasi kapsaminda saf DNP, PLGA, I-Blank kodlu bos formiilasyon,
DNP yiiklii I-DNP kodlu formiilasyon ve fiziksel karigim i¢in termal analiz incelemesi
yapilmis ve DSC egrileri/termogramlari elde edilmistir (Bkz. Sekil 5.82.-5.86). Saf DNP
sirastyla 133.69°C ve 198.06°C’de iki erime piki sergilemistir. Literatiir incelendiginde
bu iki karakteristik endotermik erime piki DNP i¢in uygundur (Alshetaili vd., 2021). I-
Blank (Bkz. Sekil 5.83.) ve I-DNP (Bkz. Sekil 5.84) kodlu formiilasyonlarda endotermik
tepe noktasi /erime noktasi sirastyla 43.48°C ve 44.39°C'de gozlenmistir, bu pikler
PLGA'nin camsi gecis sicakliginmn bir gostergesidir (A. Alper Oztiirk ve Kirimlioglu,
2019). NP yiiklii I-DNP kodlu formiilasyonun termograminda ilag kristalligindeki olas1
herhangi bir diisiis ve/veya erimis tasiyicida ilacin ¢oziilmesi nedeniyle net bir tepe
noktas1 gozlenmemistir (Bkz. Sekil 5.85.). Fiziksel karisimda ise hem DNP’nin
karakteristik erime pikleri hem de PLGA’nin camsi gegis sicakligina ait pikler
gozlemlenmistir (Bkz. Sekil 5.86). [-DNP kodlu formiilasyonun termograminda DNP'nin
erime tepe noktalarimin kaybolmasi, DNP'min muhtemelen amorf durumda
kapsiillendigini, polimerik yap1 i¢cinde molekiiler olarak dagildigini ve formiilasyon
hazirlama prosesinde kimyasal bir degisikligin olmadigin1 gdstermistir (A. A. Oztiirk,

Cinar ve Yenilmez, 2019; A Alper Oztiirk, Merve Giiven vd., 2018).
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6.4.2. FT-IR analizleri

Bu tez calismasi kapsaminda saf DNP, PLGA, I-Blank kodlu bos formiilasyon,
DNP yiiklii I-DNP kodlu formiilasyon ve fiziksel karisim i¢in FT-IR analiz incelmesi
yapilmis ve FT-IR spektrumlar elde edilmistir (Bkz. Sekil 5.87.-5.91.). DNP’nin FT-IR
spektrumda 1681.93 cm™ ve 1313.5 cm™de gdzlemlenen yogun keskin absorpsiyon
bandi, C=O'nun karakteristik tepe noktasina ve C-N gerilme titresiminin bir gostergesidir
(Bkz. Sekil 5.87.) (T. Liu vd., 2019). PLGA, I-Blank ve I-DNP kodlu formiilasyonlarda,
1450-1200 cm™ arasindaki orta yogunluklu bantlar, sirastyla PLGA polimerinden
asimetrik ve simetrik C-C(=0)-O uzantilarina aittir. Ayrica formiilasyonlarda sirasiyla
1200-1050 cm™ ve 1450-850 cm™ araliginda C-O gerilmeleri ve C-H biikiilmeleri
gozlemlenmistir. Bu gerilmeler ve biikiilmeler PLGA'ya atfedilebilir niteliktedir (G.
Singh vd. 2014). I-DNP kodlu formiilasyonun FT-IR spektrumlarumunda yeni ve farkli
bir pik olmamasi nedeniyle PLGA ve DNP arasinda higbir kimyasal etkilesim
bulunmadigi seklinde yorumlanabilir. I-DNP kodlu formiilasyonda karakteristik DNP
piklerinin yogunlugunun azaldigi ve sonu¢ olarak DNP’nin kristalliginin azaldigi
gozlemlenmistir (Bkz. Sekil 5.87). Sonu¢ olarak tim FT-IR analizleri toplu olarak
degerlendirildiginde, DNP'nin formiilasyon i¢inde molekiiler olarak dagildigin1 ve DSC
sonuglarini destekleyen polimerik yapi icinde kapsiillendigini gostermistir (A.A. Oztiirk

vd., 2017; A.A. Oztiirk, Yenilmez ve Yazan, 2019; Ahmet A Oztiirk vd., 2020).

6.4.3. 'TH-NMR analizleri

Bu tez ¢alismasi kapsaminda saf DNP, PLGA, I-Blank kodlu bos formiilasyon,
DNP yiiklii I-DNP kodlu formiilasyon ve fiziksel karisim i¢in *H-NMR analiz incelmesi
yapilmis ve 'H-NMR spektrumlari elde edilmistir (Bkz. Sekil 5.92-5.96). DNP ile yapilan
bir calismada DNP’e ait spesifik pikler 7.43-7.64 ppm araliginda, 7.09 ppm, 6.82 ppm,
3.95 ppm, 3.82 ppm, 3.66 ppm, 2.65-3.00 ppm araliginda, 1.84-2.06 ppm araliginda ve
1.54-1.85 ppm araliginda gdzlendigi vurgulanmistir (Saira ve Nath, 2013). DNP’e ait *H-
NMR spektrumu incelendiginde literatiir ile uygun bulunmustur (Bkz. Sekil 5.92.). Bu
tez calismasinda etkin maddesiz hazirlanan blank formiilasyonun (I-Blank) *H-NMR
analizinden elde edilen spektrumun, saf polimerin spektrumu ile benzerlik gostermis ve
DNP’ e ait spesifik piklerin geldigi ppm noktalar1 ve araliklarinda bir pike
rastlanmamstir  (Oztiirk vd., 2019). Etkin maddeli hazirlanan I-DNP kodlu
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formiilasyonda DNP’e ait karakteristik pikler gozlenmis fakat yogunluk azalmistir (Bkz.
Sekil 5.95.). DNP’nin molekiiler dagilimi ve konsantrasyon ile orantili olarak az
yogunluk karakteristik ppm degerlerinde pik vermesi DNP’nin molekiiler olarak
polimerik yapmin i¢inde dagildigi diisiniilmiistiir. Bu durum ayn1 zamanda DNP’nin

basaril1 bir sekilde NP’lere yiiklendigi seklinde yorumlanmustir (Senel ve Oztiirk, 2019).

6.5. Biyolojik Aktivite Calismalari

Enzimler biyolojik sistemlerin ¢ok 6nemli kimyasallaridir. Biyolojik sistemlerde
hemen hemen tiim biyokimyasal reaksiyonlarda katalizor gorevi goriirler ve fizyolojik
siirecin meydana gelmesini saglarlar (Ketani ve Akbalik, 2015). Inhibitdrler, biyolojik
olarak 6nemli kimyasal olan enzimlerin in vitro ya da in vivo aktivitelerini azaltan ya da
tamamen yok eden maddelerdir. Fizyolojik sistemlerde enzim molekiillerinin inhibisyona
ugramasi biyolojik sistemlerin en O6nemli kontrol mekanizmasindan biridir. Bazi
kimyasallar, ila¢ etkin maddeleri ve zehirli bilesikler biyolojik sistemlerdeki etkilerini bu
mekanizma ile gerceklestirir (Dilek, Ozgelik ve Yildirim, 2019). Birgok fizyolojik sartta
ilag olarak etki etmeleri ve ilaglarin bir kismin1 olusturmasi enzim inhibitorlerinin en
onemli ozelliklerinden birisidir (Copeland, Harpel ve Tummino, 2007).

Onemli bir nérodejeneratif hastalik olan alzheimer hastaligi, kolinerjik sistemdeki
eksiklikler ile B- amiloit’in norofibriler aglar ve amiloit plaklar formunda birikimi
karakterizedir. Kolinerjik sistemin bellek ve 6grenme siirecglerinin iizerindeki etkisi
nedeniyle antikolinerjik yaklasim, anti-Alzheimer ilaglarinin arastirilmasinda ve
gelistirilmesinde 6nem arz etmektedir. Kolinesteraz inhibitdr ilacglar, asetilkolini hidroliz
eden asetilkolinesteraz (AChE, EC 3.1.1.7) enzimini inhibe ederek kolinerjik iletimi
artirmaktadirlar. Hem AChE hem de biitirilkolinesteraz (BChE, EC 3.1.1.8) enzimi
plaklarmin olusumunun ilk evreleri boyunca olusan - amiloit agregasyonunda onemli
rol oynamaktadirlar. Bu nedenle AChE ve BChE inhibisyonu, beyinde B- amiloit
birikimini azaltmak ve asetilkolin kullanimini arttirmak suretiyle Alzheimer hastaliginin
etkili tedavisinde hedeftir (Anand ve Singh, 2013; Poyraz vd., 2021).

Bu tez hazirlanan I-DNP kodlu optimum formiilasyonun Alzheimer hastaliginda
kullanilma potansiyelinin aragtirilmasi i¢in Oncelikle AChE inhibitor etki ve BChE
inhibitor etki ¢alismalar1 yapilmigtir. Saf DNP ve DNP yiiklii I-DNP kodlu formiilasyon
400 pg.mL! konsantrasyonda sirastyla %93.67+ 1.21 ve %96.88 + 0.16 AChE inhibitor
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etki gostermistir (Bkz. Tablo 5.18.) Saf DNP ve DNP yiiklii [-DNP kodlu formiilasyon
400 pg.mL! konsantrasyonda sirasiyla %89.50 + 0.04 ve %82.96 + 0.57 BChE inhibitor
etki gostermistir (Bkz. Tablo 5.19.). Tiim yapilan ¢alisma anti-Alzheimer aktivite
sonuclarina gore asetilkolinesteraz inhibitorii olan DNP ile karsilastirildiginda I-DNP nin
kuvvetli anti-AChE ve anti-BChE aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Bu tez kapsaminda AChE ve BChE inhibitor aktivite testleri sonrasi etkinlik elde
edildikten sonra in vivo anjiyogenez calismalar1 gerceklestirilmistir.  Anjiyojenez
literatiire 17. yiizyilin sonunda Ingiliz cerrah Dr. John Hunter tarafindan “mevcut kan
damarlarindan yeni kan damarlarinin olusumu” olarak tanimlanmasiyla beraber girmistir
(Ribatti vd., 2001). Anjiyogenez meknizmasi insan viicudunda fizyolojik ve patolojik
olmak tizere iki sekilde gerceklesmektedir. Saglikli bir kisinin viicudunda
embriyogenezde, yara iyilesme siirecinde ve kadin iireme sisteminde fizyolojik
anjiyogenez gozlenir. Patolojik anjiyogenez ise psoriyazis, ateroskleroz, kronik
enflamasyon, romatoit artrit, enflamatuvar bagirsak sendromu, tiimor gelisimi ve
metastazda ayrica yasa bagli diyabetik retinopati ve makiiler dejenerasyon gibi
kardiyovaskiiler ve goz hastaliklarda ortaya ¢ikabilmektedir (Liekens, De Clercq ve
Neyts, 2001; Ozgiirtas, 2009; Ribatti, 2005, 2008, 2016; Ribatti vd., 2001).

Neovaskiilarizasyon olarakta bilinen anjiyojenez Onceden var olan kan
damarlarindan endotel hiicrelerinin aktivasyonu, adezyonu, gogii ve ¢ogalmasi gibi
asamalardan olusan kompleks bir siirectir (Helmlinger vd., 2000; Paper vd., 2005).
Anjiyogeneze bagl patolojiler yeniden damarlanmanin olusup olusmamasina gore neo-
plastik hastaliklar ve neo-plastik olmayan hastaliklar olmak {izere ikiye ayrilmaktadir.
Neo-plastik hastaliklara timorler ornek olarak verilebilirken neo-plastik olmayan
hastaliklara neo-plastik hastaliklarin aksine yeniden damarlanma s6z konusu degildir
sadece damarlar yeniden diizenlenir. Alzheimer, diyabet anjiyojeneze bagl neo-plastik
olmayan hastaliklara ornektir (Carmeliet, 2000; Carmeliet ve Jain, 2000; Potente,
Gerhardt ve Carmeliet, 2011).

Bu tez kapsaminda saf DNP, DNP yiiklii I-DNP kodlu formiilasyon ve I-Blank
kodlu formiilasyonlarin in vivo anjiyogenik etkileri CAM Yontemi ile belirlenmistir.
CAM sonuglart kor olarak kullamilan 9%2.5 oranindaki agaroz ve I[-Blank kodlu
formiilasyon ile karsilastirildiginda DNP yiiklii I-DNP kodlu formiilasyona 10 pg.pellet
! konsantrasyonda belirgin bir sekilde kapiler damar gelisimini inhibe ederek in vivo anti-

anjiyogenik etki gostermistir. Kapiler alanin azalmasma bagli olarak aktivite
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siralamasinda I-DNP saf DNP’den daha etkili bulunmustur (Bkz. Tablo 5.20 ve Sekil
5.97.-5.100). Aktivite sonuglarinin literatlir verileri ile paralel oldugu saptanmistir
(Miyazaki vd., 2012).

Ilgili calismada asetilkolinesteraz inhibitérleri tarafindan kolinerjik stimiilasyonun,
PI3K aracili IL-1p indiiksiyonunun inhibisyonu ve ardindan VEGF ekspresyonunun
azalmasi yoluyla anjiyojenezi baskiladigin1i  gdstermis ve asetilkolinesteraz
inhibitdrlerinin yeni bir anti-anjiyojenik tedavi olabilecegi vurgulanmistir. Ozetle hem
ilgili calismada hem de bu tez calismasinda hazirlanan DNP yiikli I-DNP kodlu
formiilasyon ile tedavide anjiyogenezi zayiflattigini (azalttig1/inhibe ettigi) gosterilmistir.
Kolinerjik sistemin uyarilmasi yeni bir anti-anjiyojenik tedavi olabilecegi sonucuna

varilmistir (Miyazaki vd., 2012).
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7. SONUC

Giinlimiizde olduk¢a popiiler hale gelen nanopartikiil sistemler ile tedavilerde
biiylik basarilar elde edilmistir. Bu tez ¢alismasinda donepezil hidrokloriir yiiklii PLGA
bazli nanopartikiiller ‘Cift Emiilsifikasyon Coziici Buharlastirma’ yontemi ile
hazirlanmis ve sulu faz iceriginde bulunan PVA konsantrasyonun ve prob sonikasyon
stiresinin nanopartikiil 6zellikleri {izerine etkisi incelenmistir. Artan PVA konsantrasyonu
ve prob sonikasyon sliresinin parcacik boyutunda azalmaya yol agtig1 tespit edilmistir.
Incelemeler sonrasi I-DNP kodlu formiilasyon optimum olarak secilmistir. I-DNP kodlu
nanopartikiil formiilasyonunun pargacik boyutu 136.37 nm + 0.93 olarak elde edilmis ve
0.122 £+ 0.011 PDI degeri ile formiilasyonun monodispers oldugu kanitlanmistir. Zeta
potansiyel degeri -24.17 mV =+ 1.21 elde edilmis ve uzun siire kararli olabilecegi sonucuna
varilmistir. [-DNP kodlu formiilasyonun iizerine trehaloz etkisi degerlendirilmis ve
saklama kosullar1 ortaya ¢ikmistir. Gastrointestinal sivilarda yapilan 24 saatlik stabilite
testinde ise [-DNP kodlu formiilasyonun asidik ortamlarda daha hizli degrade oldugu
sonucuna varilmistir. Enkapsiilasyon etkinligi calismasinda oral uygulama i¢in ideal olan
%69.22 + 4.84 degeri elde edilmistir. [-DNP kodlu nanopartikiil formiilasyonundan
donepezil hidrokloriir salimi1 saf donepezil hidrokloriir ile karsilastirildiginda, I-DNP
kodlu nanopartikiil formiilasyonun daha yavas ve 24 saatlik bir uzatilmis salim yaptigi
belirlenmistir. DDSolver ile elde edilen sonuglar dogrultusunda salim kinetiklerini
agirlikli olarak yalnizca tek bir mekanizma tarafindan degil, Fickian ve Fickian olmayan
birlesik bir mekanizma tarafindan yonetildigi sonucuna ulasilmistir. DSC, FT-IR ve 'H-
NMR analizleri ile enkapsiilasyon kanitlanmigtir. I-DNP kodlu formiilasyon farmasotik
teknoloji acisindan karakterize edildikten sonra biyolojik aktivite c¢alismalar
gerceklestirilmistir.  Anti-Alzheimer aktivite sonuglarina gore asetilkolinesteraz
inhibitorii olan Donepezil hidrokloriir ile karsilastirildiginda I-DNP kuvvetli anti-AChE
ve anti-BChE aktivite gostermistir. In vivo CAM deneyleri ile I-DNP kodlu
formiilasyonun anjiyogenezi zayiflattigin1 (azalttigi/inhibe ettigi) belirlenmis ve
hazirlanan nanopartikiil sistemin kolinerjik sistemin uyarilmasiyla yeni bir anti-
anjiyojenik tedavi olabilecegi sonucuna varilmistir. Calismanin ileriki asamalarinda I-
DNP kodlu formiilasyonun uzun siireli kararlilik testleri, kan beyin engeli gecis
caligmalari, farkli bir tastyici sisteme eklenmesi ve farkli in vivo alzheimer modelleri ile

karakterizasyonu planlanmaktadir.
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