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Onsoz

E.U. Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu (BAP/13-ILAM-003) tarafindan
desteklenen “Levodopa’nin biyoyararlaniminin artirilmasi i¢in yeni dozaj seklinin
gelistirilmesi” adl1 yiiksek lisans tez ¢alismasinda mevcut olan ve giinlimiizde yaygin
olarak kullanilan formiilasyonlara alternatif olabilecek bir mikroemiilsiyon
gelistirdik. Levodopanin intranazal yol ile uygulanabilen, farkli bir tasiyict sistem
icinde diisiik olan biyoyararlanimini artirmayr amacladik. Boylesine anlamli bir
amaca beni dahil ettikleri i¢in saygideger hocalarim Prof. Dr. Erciiment

KARASULU’ ya ve Ogr. Gér. iskender INCE’ ye tesekkiirii borg bilirim.
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Ozet

Levodopa’ min Biyoyararlaniminin Artirilmasi icin Yeni Dozaj Sekli

Gelistirilmesi

Parkinson hastaligi (PH) en sik goriilen hareket bozuklugu hastaliklarindan birisidir.
Bazal ganglionda dopaminin asir1 kayb1 ile ortaya ¢ikan titreme, sertlik, hareketlerin
yavaslamasi PH nin en belirgin belirtileridir. Giiniimiizde PH nin tedavisindeki temel
yaklagim, azalan dopaminin disaridan ilag tedavisi ile yerine koyma prensibine
dayanmaktadir. Dopaminin kan-beyin bariyerini asamamasi ile ortaya ¢ikan sorun,
dopamine metabolize olan, kan-beyin bariyerini asabilen, aromatik bir amin olan
Levodopa (L-Dopa) nin kullanilmasi ile ¢oziilmistiir. Fakat oral yoldan uygulanan
levodopadan cesitli kisitlayici faktorler nedeniyle beklenen biyoyararlanim

saglanamamaktadir.

Bu projede diisiik biyoyararlanim gosteren levodopanin biyoyararlanimini artirici
formiilasyon gelistirilmigti. Bu ¢alisma sirasinda levodopa’nin intranazal
uygulanabilecek mikroemiilsiyon dozaj sekli hazirlanmis, in vitro yontemlerle kalite
kontrol ¢aligmalar1, etkin maddenin sentetik membrandan gec¢is caligmalari,
flourosens isaretleme verimi ve deney hayvanlarinda intranazal uygulama sonrasi

goriintlileme caligmalar1 yapilmstir.

Anahtar Kelimeler; Parkinson hastaligi, Levodopa, Mikroemiilsiyon



Abstract

Bioavailability of Levodopa For Boosting New Dosage Form Development

Parkinson's disease (PH) is one of the most common movement disorder disease. PH
of the symptoms (tremor, stiffness, slow movements) with excessive loss of
dopamine in the basal ganglio emerges. Today, the basic approach in the treatment of
PH decreasing dopamine from outside drug therapy is based on the principle of
substitution with. The action of dopamine, which occurs with the blood-brain barrier
couldn’t surpass problem is metabolized to dopamine, which can cross the blood-
brain barrier, an aromatic amine, the use of Levodopa (l-dopa) that is solved with.
But a variety of restrictive factors of applied oral ingestion is expected due to the
lower bioavailability of Levodopa is not provided.

This project represents the optimum combination of low bioavailability of Levodopa
on enhancing formulation will be developed. This work can be applied during a
Microemulsion dosage of Levodopa intranasal form prepared and in vitro methods of
quality control work, the active ingredient of transition from the synthetic membrane,
flouro autosensing markup yields and after intranasal application imaging studies in

experimental animals is intended.

Keywords; Parkinson disease, Levodopa, Microemulsion
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Kisaltma Listesi

PH . Parkinson Hastalig1

L-Dopa . Levodopa

YEM . Yiizey Etkin Madde

HLB . Hidrofilik Lipofilik Balans

LOD . Limit of Detection (miktar tayini sinir1)

LOQ . Limit of Quantitaion (saptama sinir1)



1. Giris

Klinik 6zellikleri 1817 yilinda James Parkinson tarafindan tanimlanmis olan PH;
genellikle orta yaglh insanlarda ortaya ¢ikan ve kronik ilerleyici nérodejeneratif bir
hastaliktir. Hastaligin erken asamasinda mekanik bozukluklar1 diizeltmek igin
dopamin agonistleri veya dopaminin 6n ilact Levodopa kullanilir. Viicuda
verilmesinden sonra levodopa dopaminerjik ndronlarin iginde saklanmak {izere
dopamine doniistiiriilir. Bu depolama kapasitesi levodopanin degisken oral
biyoyararlaniomi  sonucu plazma diizeylerindeki  dalgalanmalara  baghdir.
Levodopa’nin periferal degredasyonunu ve plazma dalgalanmalarini azaltmak igin
carbidopa veya benserazide ile kullanimi yaygindir.

Levodopaya klinik cevap, kisa siireli ve uzun siireli yanitin kombinasyonu olarak
tanimlanabilir. Levodopaya cevap verme siiresindeki diisiis, asamali nigral
dopaminerjik noronlarin dejenerasyonuna ve diskinezi sonucu olusan dopamin
tamponlamasindaki kayiba baglidir. Hastaligin gelisimine bagli olarak iyilesme
stireci birkag yil siirebilir. Genellikle tedavinin ilk yilinda dopaminerjik
fonksiyondaki hafif diisiisii 6nlemek icin yavas yavas doz artirimi gereklidir. A¢ma-
kapama etkisinin goriilmesi biiylik oranda levodopanin verilis sikligina ve dozuna
bagli oldugu kanitlanmistir. Bu nedenle modern alanda PH igin ilag¢ gelistirme ve
deneysel tedaviler, levodopanin uzun terapdtik etki ve yavas salmimini hedef
almaktadir. PH da artan dopaminerjik fonksiyona yonelik ilaglarin iiretilmesi igin
oral salinim sistemlerinden tutunda nazal inhalasyona, deri altina enjekte edilebilen
ajanlara, intraduodenal ve hatta intravendz inflizyona kadar farkli dozaj formlar:
gelistirilmistir. Bunlarla beraber, merkezi sinir sitemine ilag uygulama, PH i¢in etkili
tedaviler gelistirmede bir sorun olmayi stirdiirmektedir. Bu sorunu ortadan kaldirmak
i¢in, ilaglarin beyine dagitimini gii¢lendirebilecek mikro ve nanosistemlere olan ilgi
artmaktadir. Bu sistemler; geleneksel ve yeni ilacglarin farmakolojik ve terapotik
ozelliklerini arttirabilir, onlarin yan etkilerini azaltabilir. PH baglaminda Ilag Salinim
Sistemleri, ya beyne dogrudan uygulanan lokal tedavi olarak yada merkezi sinir

sisteminde hedeflenen eylem i¢in sistemik dagitimda kullanilabilir.

Son yillarda 6zellikle Levodopa gibi enzimatik bozunmaya ugrayan ve karaciger ilk
gecis etkisine maruz kalan ilaglar i¢in intranazal uygulamalar 6nem kazanmistir. Bu
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bolgedeki zengin damar ag1 ve gegirgen zar yapisi nedeniyle emilimin fazla
olmasinin yaninda sistemik dolasima ve santral sinir sistemine ilag gegisinin
miimkiin olmasindan dolay1 intranazal uygulamalara yonelik ¢calismalar artmaktadir.

Bu uygulamalar ile amag ilag etkinligini en iist diizeye ¢ikarirken yan etkileri en alt

seviyede tutmaktir.



2. Genel Bigiler

2.1. Parkinson Hastahig1

James Parkinson tarafindan, Parkinson hastaliginin (PH) ilk klinik 6zellikleri 1817
yilinda tanimlanmis ve yayimlanmistir (Parkinson, 1817). Parkinson ¢alismalarinda,
semptomlarin ayritili agiklamasin1 ve ayn1 zamanda bozuklugun asamali olarak
agirlasmasini ele almistir. Giiniimiizde en sik goriilen ikinci ilerleyici nérodejeneratif
bir hastalik olan PH, norolojik sakathigin onde gelen nedenidir. 50 yas {istl
insanlarm % 1-2 sinde PH goriilmektedir. Diinya genelinde cinsiyet ayrimi
gozetmeksizin bir dagilim gostermektedir (Shastry, 2001).

PH nin belirtileri bazal ganglionda dopaminin asir1 kaybi ile ortaya c¢ikmaktadir.
Bundan dolayr mekanik bozukluklar1 diizeltmek i¢in hastaligin erken asamasinda
dopamin agonistleri veya dopaminin 6n ilact levodopa kullanilir. Verilmesinden
sonra levodopa dopamine doniistiiriilir ve dopaminerjik néronlarin i¢inde saklanir.
Bu depolama kapasitesi, levodopanin degisken oral biyoyararlanimi sonucu plazma
diizeylerindeki dalgalanmalara baglhidir. Bununla birlikte levodopa hala PH
tedavisinde altin standart olarak kabul edilir (Fahn, 2006).

PH tedavisinde; dopamin agonistleri iceren apomorfin, kolinesteraz inhibitdrleri
iceren donepezil veya D3 dopamin reseptorlerinin inhibitorlerini iceren ropinirole
gibi c¢ok sayida dozaj formu, dikkate deger torepatik etki saglamaksizin
gelistirilmistir. Fakat bu formlar levodopa igeren formlarla karsilastirildigi zaman PH
tedavisinde tek aktif ajanin levodopa olduguna odaklanilmasini saglamistir. Son 10
yildir bu 6n ila¢ ile ilgili yapilan c¢alisilmarin; uygulanabilirligi, uyumlulugu,
giivenilirligi, toleransi, kisa/ uzun sitireli etkililigi acisindan incelenmesi ve

avantajlarinin karsilagtirillmasi agisindan faydali oldugu goriilmiistiir (Goole, Amighi,
2009).

2.1.1. Dopaminin molekiiler metabolizmasi

Hareketlerin koordinasyonunda 6nemli rol oynayan dopamin kompleksi beyinin
bazal ganglionlarindaki ndéronlar tarafindan iiretilmektedir.
Tirozin hidroksilaz enzimi tarafindan amino asit tirozin, L-Dopa’ya doniistiirtiliir.

Bundan sonra L-Dopa aromatik amino asit dekarboksilaz enzimi ile doniistiiriilerek

3



Dopa tiretilir. Son olarak iiretilen Dopa vezikiiler monoamin transporter-2 tarafindan

depolama vezikiilleri igine taginir (Lowlor, During, 2004) (Sekil 1)

(e} H
N
COOH COOH
NH, OH
“NH,
NH, OH

Tyrosine DOPA MAQ
_— _—
hydroxylase Décarboxylase

OH
OH COMT
OH OH OH \ b
Tyrosine DL-DOPA Dopamine
H,CO
OH

Sekil 1. Dopamin sentezi ve yikimi.

2.1.2. Levodopa ve Parkinson Tedavisi

3-4 dihidroksifeniletilamin tiirevi bir aromatik amin olan Levodopa (L-Dopa); beyaz
veya acgik krem renkli, kokusuz, kristalize bir tozdur. Nemli ortamda havadaki
oksijenden etkilenerek hizla okside olur ve kararir. Levodopa karboksilik grubun
alkil esterlerindeki molekiiler degisiklik nedeniyle suda ¢ok ¢oziiniirdiir. (Sekil 2).
Pratik olarak alkol, kloroform ve eterde ¢6ziinmez. Karbondioksitten arindirilmig
sudaki % 1°lik ¢ozeltisinin pH’s1 4,5 — 7,0 arasindadir (Demircigil, 2010).

Beyinde, sinir hiicrelerinin uyarilmasini artiran asetilkolin ile tersi yonde etki
gosteren dopamin arasinda bir denge vardir. Parkinson hastaliginda bu denge
dopamin aleyhinde bozulmustur. Bundan dolay1 uygulanan tiim tedaviler ve yapilan
arastirmalar dopamin eksigini gidermeyi ve bu dengeyi yeniden saglamayi1 amaclar.
Fakat oral formdaki dopamin ile yapilan caligmalar basarisiz olmustur. Ciinki
dopamin kan-beyin bariyerini gegemez ve siddetli periferal yan etkilere yol agar. Bu
sorunu asmak icin once D-Dopa ile caligmalar yapilmis ancak bu calismalardan da
bir sonu¢ elde edilememistir. Ciinkii D-Dopa Dopamine doniistiiriilemez ve
graniilositopeniye (kandaki graniilosit yogunlugunun anormal bi¢imde diislik olmasi

durumudur) neden olur (Cotzias, Papavasiliou, Gellene, 1969). Ortaya c¢ikan
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hematolojik sorunlart onlemek i¢in L-DOPA kullanilmistir. Dogal bir dopamin
Onclisii olan Levodopa kan-beyin bariyerini gecgerek beyine ulasabilir. Burada
periferik dekarboksilaz enzimi tarafindan dopamine doniistiiriiliir ve postsinaptik

reseptorler iizerine artan bir sekilde salinmak amaciyla vezikiillerde saklanir.

2.1.3. Benserazid

Kan-beyin bariyerini gegemeyen Benserazide; periferal etkili aromatik L-aminoasit
dekarboksilaz veya ekstraserebral dopa dekarboksilaz inhibitordiir.

L-Dopa, beyin diginda kalan dokularda hizlica Dopamine doniistiiriildiigii icin
verilen dozun sadece ¢ok az miktar1 dopamine doniismeden kan-beyin bariyerini
gecebilmektedir. Bu nedenle etkili bir sonu¢ almak i¢in yiiksek dozlarda levodopa
iceren ilaglarin uygulanmasi gerekmektedir. Hem yiiksek doz L-Dopa ya bagli hem
de L-Dopanin doniisiimiinden kaynakli ortaya ¢ikan Dopamine bagli olarak
genellikle bulanti ve kardiyak aritmiler gibi istenmeyen yan etkiler meydana
gelmektedir. Bu sorunu gidermek igin L-Dopa’nin genellikle periferal Dopa
dekarboksilaz inhibitorleri olan benserazid yada karbidopa ile kombinasyonlar
kullanilmaktadir.

Yapilan ¢alismalarda L-Dopa’nin ekstraserebral dopa dekarboksilaz inhibitorleri ile
birlikte uygulanmasi; izin verilen dopamin doniisimiinii engelleyerek etken
maddenin plazma eliminasyon yarilanma Omriinii 60 dakikadan 90 dakikaya
cikardig1 ve gerekli levodopa dozunun dort kat azaltildigini gostermistir (Pinder,
Brogden, Sawyer, Speight, Avery, 1976)

2.2. Emiilsiyonlar

Birbiri i¢inde dagilmis iki sivinin olusturdugu homojen goriiniisliic heterojen
sistemlere emiilsiyon denmektedir. Emiilsiyonlar termodinamik olarak dayanikli
degillerdir. Emiilsiyonlarda dagilmis damlaciklar1 iceren kisim karigimin i¢ fazini,
digeri ise dis fazin (stirekli faz) olusturur. Kararli bir emiilsiyon olusturmak i¢in; yag
fazi, su fazi ve emiilgator olmak lizere baslica iic maddeye gereksinim vardir.

Emiilsiyonlarda lipofilik kismi su fazi olustururken yag fazi hidrofilik kismi



olugturur. Hem hidrofilik hemde hidrofobik kisimlari iceren molekiillere ise
emiilgator denir.

Fazlarina gore emiilsiyonlar yag/su (Y/S) veya su/yag (S/Y) olmak {izere iki sinifa
ayrilirlar. Yag damlaciklarinin su fazinda oldugu emilsiyonlar Y/S, su
damlaciklarinin yag fazi i¢inde oldugu emiilsiyonlar ise S/Y seklinde ifade edilir

(Sekil 2).
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Sekil 2- Fazlarina Gore Emiilsiyon Tipleri

Emiilgator secimi emiilsiyonun tipini belirleyen en 6nemli etmendir. Eger suda
¢Oziinen bir ylizey etkin madde kullanilirsa Y/S, yagda ¢oziinen kullanilirsa S/Y

emiilsiyonlar1 elde edilir.

2.2.1. Emiilgatorler

Ara ylizey gerilimini diisliren ylizey etkin maddeler (YEM); ara yiizeyde adsorbe
olurlar ve damlalarin koalesansinda bariyer gorevi yaparak emiilsiyon olusumunu
saglarlar.

YEM’ler ara yiizeyde olusturduklari filmin tipi, kimyasal yapilar1 ve iyonik yiikleri
gibi farkl dzelliklerine gore siniflandirilabilmektedir (Celebi,2007; Ustiindag,2008).

YEM’lerin olusturduklari film tipine gore siniflandirilmasi
e Monomolekiiler film olusturanlar
e Multimolekiiler film olusturanlar ( Hidrofilik Kolloidler)

e Kati partikiil film olusturanlar ( Kolloidal killer, Bentonit, Veegum)



YEM’lerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi

Sentetik YEM’ler
Yar sentetik maddeler ( Yag asitlerinin tuzlari, Yag asitlerinin mono- ve di-
gliseritleri...)

Dogal maddeler ( Arap zamkai, jelatin, lesitin, agar, kolestrol vb...)

YEM’lerin iyonik yapilarina gore siniflandirilmasi

Anyonik yiizey etkin maddeler ( Laurik ve oleik asidin potasyum, sodyum
veya amonyum tuzlari, siilfatlar, sulfonatlar...)

Katyonik yiizey etkin maddeler (Kuatemer amonyum bilesikleri,
Setiltrimetilamonyum bromiir)

Noniyonik ylizey etkin maddeler ( Sorbitan yag asidi esterleri, polioksietilen

ve polioksipropilen kopolimerleri)

2.2.2. Hidrofilik Lipofilik Balans (HLB) Degeri

Emiilgator seciminde en c¢ok tercih edilen Hidrofilik Lipofilik Denge (HLB —

Hydrophilic Lipophilic Balance) 1949 yilinda Griffin tarafindan onerilmistir. HLB

degeri hidrofilik grubun mol yiizdesinin bese boliinmesi ile elde edilir. Bu sistemde

emiilgatorler hidrofilik ve lipofilik egilimlerini gostermek i¢in 0-20 arasinda

derecelendirilir. HLB degeri 20 ye yaklastik¢a hidrofilik 6zellik artar. Emiilgatorler

diisik HLB degerlerinde (<6) daha ¢ok yag fazinda ¢oziinerek dayanikli S/Y

emiilsiyonu olustururken; yiiksek HLB degerlerindeki (>8) emiilgatorler ise

dayanikli Y/S emiilsiyonlar1 olusturmaktadirlar. (Sekil 3)
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Sekil 3: Farkli HLB Degerlerinde Emiilgator Davranislar

2.2.3. Mikroemiilsiyonlar

Damlacik ¢apinin (10-100 nm ) kii¢iik olmasindan dolayr homojen bir goriiniime
sahip olan mikroemiilsiyonlar; kendiliginden olusan, termodinamik agidan kararl
sistemlerdir ve su ile yag arasinda ¢ok genis bir ara yiizeye sahiplerdir.

Yag ile su faz1 arasindaki ara ylizey geriliminin sifir olmasindan dolay1 birim yiizeye
yilksek miktarda yiizey etken madde kullanimi ile bu sistemler kendiliginden
olusabilmektedirler (Armagan, 2006; Tirkyilmaz, 1998)

Y/S, S/Y ve gecisli (bicontinuous) olmak iizere mikroemiilsiyonlar ii¢ tipte
olabilirler. S/Y veya Y/S tipindeki mikroemiilsiyonlarda, damlaciklar ko-siirfaktan
ve siirfaktan molekiillerinden olusan bir film ile ¢evrilmistir. Dis fazin su oldugu Y/S
tipi mikroemiilsiyonlarda, amfifil molekiillerin hidrofobik kisimlar1 yag damlaciginin
icine yonelmis, hidrofilik kisimlar1 ise dis faza yonelmis olarak bulunmaktadir. S/Y
mikroemiilsiyon sisteminde ise, amfifilik molekiiliin hidrofobik kismi dis faza,
hidrofilik kismi ise su damlaci@inin i¢ine yonelmis durumdadir. Bu tip
mikroemiilsiyonlara ters miseller de denilmektedir. Su ve yag oraninin yiiksek
oldugu durumlarda ise farkli bir yap1 olan gegisli (bicontinuous) mikroemiilsiyonlar
olugmaktadir. Bu model, ¢cok kdseli poligonlar1 icermekte olup, yag ve su fazlar

amfifilce zengin bir tabaka ile ayrilmis durumdadir. (Celebi,2007)



2.3. Nazal Yol ile ila¢ Uygulama

[lag uygulama yéntemlerinden biri olan intranazal ilag uygulamaya olan ilgi son 15
yildir giderek artmaktadir. Nazal mukoza epitel hiicrelerin sahip oldugu mikrovilliler
sayesinde oldukg¢a genis bir absorpsiyon alanina sahiptir. Ayn1 zamanda pordz ve
ince membran yapisina sahip olmasi, yaygin damar aginin bulunmasi ve kan akisinin
hizli olmasindan dolay:r etkin absorpsiyon saglamasi ilginin artmasinda etkili
olmaktadir (Ehrhardt, Kim, 2008, Ozsoy, 2007).

Glinimiizde disiik molekiil agirligindaki etken maddelerin nazal uygulanan
formiilasyonlar1 mevcut iken yiiksek molekiil agirligina sahip (peptitler, proteinler
vb) c¢esitli terapotik bilesiklerin  6zellikle penetrasyon arttiricilarin - varliginda
intranazal olarak organizmaya verilmesi yaygin olarak arastirilmaktadir

(Constantino, Illum, Brandt, Johnson, Quay, 2007).
2.3.1. Nazal Yolun Yapisi ve Ozellikleri
2.3.1.1. Nazal Anatomi ve Fizyoloji

Insan burnu, septal duvar tarafindan ayrilmis iki nazal bosluktan olusmaktadir. Her
burun boslugu burun deliginden yilize acilir ve arkaya dogru yaklasik 10 cm
uzunlugundaki nazofarinkse uzanir. Her iki boslugun toplam yiizey alan1 yaklasik
150 cm? ve hacmi yaklasik 15 ml'dir. Yiizeyi sahte katmanli epitel ve uzun killarla
kapli olan vestibiiler bolge filtre sistemi olarak gdrev yapar ve hava ile tasinan
parcaciklarin filtrelenmesini saglar.

Burnun arka bolgesinde alt, orta ve iist konkalar bulunur (Sekil 4). Burun kan
damarlari ile birlikte solunan havanin nemlilik ve sicaklik diizenlemesinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Agiz yoluyla solunum yaparak yasam siirdiiriilebilinir ancak
kosullandirilmamis hava akisi hem tatsizdir hem de potansiyel olarak zararhdir.
Burun yoluyla yapilan bir solunumda, oda sicakliginda (23 °C) %40 nemli olan hava
32°C %98 neme ayarlanarak akcigerler igin uygun duruma getirilir.

Koklama bdlgesi (olfaktor bolge) burnun arkasinda, burun boslugunun iist kismina
yakin bulunur ve kokunun belirlenmesinden sorumlu olan bdélgedir. 200-400 mm?

yiizey alanina sahiptir (Vaddi, Khan, Reddy, 2007). Merkezi sinir sistemine



dogrudan geg¢isin, koku alma bolgesine direkt olarak uygulanabilen formiilasyonlar
tarafindan saglandig ileri siiriilmiistiir. Bu durum Parkinson hastalig1 gibi durumlar
icin veya morfin gibi merkezi etkili analjeziklerin uygulanmasi i¢in ilgi ¢ekicidir. Bu
sayede direkt olarak merkezi sinir sistemine daha diisiik dozlarda ila¢ verilmesi ve
yiiksek yan etki egiliminin azaltilmas1 miimkiin olacaktir (Mclnnes, Thapa, Stevens,
2008).

1. Olfactory region

2. Turbinate

3. Nasal vestibule

Sekil 4: Nazal Bosluk

Nazal mukozasinin biiyiik bir boliimiinii ideal absorpsiyon icin genis ylizey alani
saglayan siliali hiicreler (mikrovilluslarla kapli) olusturmaktadir. Siliali hiicrelerin
yaninda siliasiz hiicreler, goblet ve bazal hiicreler de mevcuttur. Mukozadan ve
submukozal bezlerden gelen salgilar, mukozay1 kaplayan nazal mukus tabakasini
olusturur. Bu tabaka yabanci pargaciklari yakalamak ve burundan uzaklastirmak icin

islev goriir (MclInnes, Thapa, Stevens, 2008).
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A-Siliali Hacreler, B-Siliasiz Hucreler, C-Goblet Hucreleri,
D-Jelli Mukus Tabakasi, E-Sol Tabakasi, F-Bazal Hucreler, G-Alt Membran

Sekil 5: Nazal mukoza hiicre yapist

2.3.2. Nazal Absorbsiyon Mekanizmasi

Maclar sistemik etki gdstermek igin once nazal mukus tabakasindan sonra da epitel
tabakadan gegmek zorundadirlar. ilaglar, transseliiler, paraselliiler ve transsitoz
olmak tizere ii¢ yolla burun epiteline niifuz ederler. Hiicresel ge¢is, hiicre membrani
boyunca gergeklesirken, paraselliller emilim hiicreler arasindaki siki kavsaklardan
(tight junctions) gerceklesir. Lipofilik molekiiller transseliiler yol ile absorbe
edilirken, kii¢iik polar molekiiller 6ncelikle paraselliiler yol ile absorbe edilirler. 1
kd'den kiigiik molekiillerin gegisini saglayan hiicre baglantilarindaki gozenek g¢api
yaklasik 1 gnm'dir. Transseliiler gecis, konsantrasyon gradienti ile kolaylagtirilmistir.
Lipofilik molekiiller burun mukozasindan yiiksek oranda gegirgenlik gdsterirler ve
nazal olarak verildikten sonraki farmakokinetik profilleri ile intravendz uygulamadan
sonraki profilleri karsilastirilabilirdir. Polar molekiillerin absorpsiyonlar1 diisiiktiir.
Ciinkii hiicreler arasindaki gozenek alani, emilim i¢in mevcut toplam yiizey alaninin
yalnizca bir bolimiinii olusturur. Protein ve peptit gibi molekiillerin molekiil
blytikligli ve hidrofilikliginden dolayr genellikle paraseliiler yoldan absorbe
edilirler. Ancak gézenek capindan daha biiyiik molekiil boyutuna sahip proteinler ve
peptitler burun epiteline niifuz edemez. Ugiincii gecis yolu transsitozdur. Burada,

partikiil bir vezikiil i¢ine alinir ve hiicreye nakledilir (Vaddi, Khan, Reddy, 2007).
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2.3.2.1. Nazal Yoldan ila¢ Absorpsiyonunu Etkileyen Faktorler

Nazal ilag emilimini etkileyen faktorler; burun fizyolojisi, ilacin fizikokimyasal
Ozellikleri ve formiilasyona ait Ozellikler olarak ii¢ baslik altinda toplanabilir.
Burundan verilen ilacin biyoyararlanimi; emilimin gergeklestigi yiizey alani, ilag ve
emilim bolgesi arasindaki temas siiresi, ilacin metabolizmasi ve emici dokunun
patolojisi de dahil olmak tizere ¢esitli faktorlerden etkilenir (Ehrhardt, Kim, 2008).

1. Fizyolojik Faktorler :

Patolojik kosullar; alerjik rinit, polip ve soguk alginlig1 gibi patolojik kosullar ve

mukosiliyer klirensi etkileyen nem, sicaklik ve kirlilik gibi ¢evresel faktorler (Gupta,

Patel, Ahsan, 2015).

Mukosiliver Klirens ve Temas Siiresi; Burun epitelinden ilag emiliminin

gerceklesmesi i¢cin dozaj formlarinin, ilacin burun mukozasini geg¢mesine izin
verecek kadar yeterli bir siire absorpsiyon bolgesinde kalmalar1 gerekmektedir.
Genellikle, ilacin emici dokularla temas halinde bulundugu siire, mukozay1 gecen
ila¢ miktarini etkiler (Ehrhardt, Kim, 2008). Saglikl1 insanlardaki mukosiliyer klirens
hiz1 yaklasik 5 mm / dak olarak kabul edilir. Mukosiliyer klirens hizinin artmasi
nazal absorpsiyonu azaltmaktadir. Formiilasyonun viskozitesi arttirilarak, biyoadezif
polimer esasli formiilasyonlar veya mikrosferler kullanilarak ilaglarin absorpsiyon
bolgesinde kalis siiresi uzatilabilir.

Enzimler; Nazal olarak verilen peptit veya protein ilaglarinin burun boslugu/epitel

hiicrelerinde bulunan peptidazlara bagli olarak diisiik biyolojik yararlanim ile
sonuglandig1 bildirilmektedir. Bununla birlikte, peptit/protein ilaglarinin enzimatik
bozunmasi, gastrointestinal sistemde gerceklesen bozunmadan genellikle daha

kiigliktiir (Ehrhardt, Kim, 2008; Gupta, Patel, Ahsan, 2015).

2. Tlacin Fizikokimyasal Ozellikleri:

Nazal olarak verilen ilaglarin fizikokimyasal 6zellikleri nazal emilimi etkileyebilir.
Bunlar; ilacin molekiil agirligi (molekiiler agirhigr 1,000 Da' dan biiyiik olan
bilesikler i¢in nazal absorpsiyon ¢ok diisiiktiir), ¢oziniirliigii, ¢6ziinme orani, ytikii,
partisyon katsayisi, pKa degeri, pargacik boyutu, polimorfizmi, hidrofilikligi veya
lipofilikligi olarak siralanabilir (Ehrhardt, Kim, 2008).
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3. Formiilasyon Etkisi:

Ilaclarin nazal absorpsiyonunda basar1 elde etmek icin formiilasyon ile ilgili dikkate
alinmas1 gereken faktorler; ilacin konsantrasyonu, uygulama hacmi ve dozu, pH,
viskozite ve ilacin ¢6zlindiigii soliisyonun osmolaritesidir. Genel olarak kullanilan
yardimc1 maddelerde (koruyucular ve emilim arttiricilar gibi) biyoyararlanimi
etkilemektedir. Buna ek olarak, dozaj formlar1 (6rnegin damlalar, sprey veya toz
formlar), uygulama teknikleri de (6rn., inhalasyon, mekanik destekli veya digerleri)

emilim seviyesini etkiler (Gupta, Patel, Ahsan, 2015).
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3.  Gere¢ Ve Yontem

3.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Manyetik Karistirict............c.oooiiinnn.. IKA RO15
Hassas Terazi..........coeieviiiiiiiiiiiiiinnn, Radwag
PHMetre. ..., Mettler Toledo
Tetkenlik Olgiim Cihazi............................. Mettler Toledo
Refraktometre...........coooviiiiiiiii, ATAGO
ViSKOZIMetre........cooevviiiiiiiceeee Brookfield
Partikiil Boyutu Olgiim Cihaz1..................... Malvern Mastersizer Hydro MV
IVIS Spektrum.........ccooiiiiiiiiee

Transdermal Diffusion Cell Drive Console...... LOGAN
LCMS/IMS. .. e Shimadzu-8040
C-18 (2.1*50mm 3.5um) Kolon.................. Agilent

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Yardimc1 Maddeler:

TWeen 80.......coviiiiiii Sigma - Aldrich
Propylenglycol...........coooiiiiiiiiiiiiiiia, Sigma - Aldrich
Ethyloleate ... Sigma — Aldrich
Levodopa ..o.ovviiiiieie e Sigma
Benserazid ............ocoiiiiiiiii e Sigma

Hidroklorik Asit (0,25M).........covvvviiiiiannns

Metanol. . ...oooeeee Merck

Serum Fizyolojik..............oooooii Polifarma
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3.3. Yontem ve Deneyler

3.3.1. Levodopa ve Benserazidin LCMS/MS’e Infiisyonu ve Standart Egri
Cizimi
Shimadzu marka LCMS/MS cihazi ile kolon olarak Agilent marka C18 kolon
kullanilmistir. Mobil faz olarak Methanol:%0.5 lik Fosforik asit (v:v) (3:7) ¢ozeltisi
hazirlanarak ultrasonik banyoda degaze edilip sisteme verilmistir. Salim hiz1 0.3
mlL/dakika, enjeksiyon miktar1 10 pL dir.
Ilk olarak levodopa ve benserazidin 500 ng/ml lik standartlar1 hazirlanarak
LCMS/MS e tanitim islemi olan infiisyon islemi yapildi. Yapilan islem sonucunda
levodopa ve benserazidin ana iyonu ve pargcalanma iyonlar1 ile optimum cihaz
ayarlari elde edildi.
Levodopa standart egrisi i¢in; 500 ul/ml lik ana stok ¢ozeltilerinden seyreltme islemi
yapilarak sirasiyla 0.1; 0.5; 1; 5; 10; 25 ve 50 pl/ml lik konsantrasyonlarda
standartlar hazirlandi. Benserazid’ in standart egrisi i¢cin 500 pl/ml lik ana stok
¢ozeltilerinden seyreltme iglemi yapilarak sirasiyla 0.5; 1; 2.5; 5; 10 ve 25 ul/ml lik
konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi.  Cihaza verilen standartlarin verdikleri
alanlar konsantrasyona karsi grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi ¢izildi. Cizilen

egrinin denklemi ve r° degeri hesaplandi.

3.3.1.1. LOD ve LOQ Hesaplama

LOD (Limit of dedection): G6zlenebilme siniridir. Zemin giiriiltiisiinden farkli olarak
tespit edilen fakat miktar1 belirlenemeyen en kiigiik analit derisimidir.

LOD = ((Gurilti x En kiigiik derisim) / Sinyal) x 3 yontemi kullanilarak
hesaplanmuistir.

LOQ (Limit of quantification): Tayin siniridir Uygun dogruluk ve kesinlikte miktari
saptanabilen en kii¢lik derigsimdir.

LOD = ((Gurilti x En kiigiik derisim) / Sinyal) x 10 yontemi kullanilarak

hesaplanmistir
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3.3.2. Formiilasyon Calismalan

3.3.2.1. Mikroemiilsiyon Formiilasyon Calismalari

3.3.2.1.1. Formiilasyonda Kullanilacak Maddelerin Secimi

Mikroemiilsiyon formiilasyonunda yag fazi olarak etil oleat; surfaktan olarak Tween

80; ko-surfaktan olarak propilen glikol; su fazi olarak distile su kullanildi.

3.3.2.1.2. Mikroemiilsiyon Formiilasyonunu Belirlemek i¢in Yapilan
Calhismalar

Formiilasyon gelistirme ¢alismalarinda; farkli oranlarda surfaktan/ko-surfaktan

kullanilarak ideal formiilasyon bulunmaya calisilmistir. Calisilan Surfaktan/ko-

surfaktan (a/a) oranlar1 (1:1) ve (2:1) dir. Surfaktan/ko-surfaktan ve yag karisimi

beher icinde, oda sicakliginda manyetik karistirict yardimi ile 400 rpm hizda

karistirtlirken, formiilasyonlar bulanma noktasima kadar distile su ile titre edilmistir.

Bulanma noktasindaki su sarfiyati kaydedilmistir. Yapilan formiilasyonlar asagidaki

Tablo 1 ve Tablo 2 de gosterilmistir.

Tablo 1: Surfaktan/ko-surfaktan orani (a/a) (2:1) olan formiilasyon gelistirme verileri

2:1 S/Co-S

Topan | Vs g | SCo5 ] 9o | sesrbn | oy
13,17 2 15,186 8 60,744 3,17 24,070
11,846 3 25,325 7 59,092 1,846 15,583
10,81 4 37,003 6 55,504 0,81 7,493
10,716 5 46,659 5 46,659 0,716 6,682
10,615 6 56,524 4 37,683 0,615 5,794
10,523 7 66,521 3 28,509 0,523 4,970
10,371 8 77,138 2 19,285 0,371 3,577
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Tablo 2: Surfaktan/ko-surfaktan orani (a/a) (1:1) olan formiilasyon gelistirme verileri

1:1 S/Co-S
qulam M?l?tim Yag % .S/CO_S S/Co-S % Sar?it;atl Su%
Agirlik Miktari(gr)
(gn) (gn)

11,159 2 17,923 8 71,691 1,159 10,386
10,525 3 28,504 7 66,508 0,525 4,988
10,310 4 38,797 6 58,196 0,310 3,007
10,302 5 48,534 5 48,534 0,302 2,931
10,288 6 58,320 4 38,880 0,288 2,799
10,218 7 68,507 3 29,360 0,218 2,133
10,180 8 78,585 2 19,646 0,180 1,768

3.3.2.1.3. Uggen Faz Diyagramimin Cizimi

Formiilasyon gelistirme ¢alismalarinda elde edilen veriler, Ege Universitesi Eczacilik
Fakiiltesinde gelistirilen bir bilgisayar progmanina (Ege, Karasulu, Giineri, 2004)
yiiklenerek her bir S/Co-S orani i¢in liggen faz diyagramlari ¢izilmistir. En yiiksek
mikroemiilsiyon alanini veren surfaktan/ko-surfaktan (2:1) orani ideal oran olarak
kabul edildi. Faz diyagraminda belirlenen mikroemiilsiyon olusum boélgesinin agirlik
merkezi kullanilarak optimum mikroemiilsiyon formiilasyonu hesaplanarak

gelistirildi.

3.3.2.1.4. Levodopa ve Benserazide ile Formiilasyon Calismalari

Ucgen faz diyagraminda en biiyiikk alam1 veren ve alanin agirhik merkezinden
hesaplanan optimum formiilasyona 5 mg Levodopa ve 1.25 mg benserazide eklendi.
Toz haldeki etken madde mikroemiilsiyonda manyetik  karistirict yardimi ile
coziilerek berrak bir mikroemiilsiyon olusturuldu. Hazirlanan formiilasyonlar
fizikokimyasal oOzelliklerin belirlenmesinde ve in-vitro gecis ¢aligmalarinda

kullanildi.
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3.3.3. Mikroemiilsiyonun Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Hazirlanan mikroemiilsiyonun fizikokimyasal ozelliklerini  belirlemek igin;
mikroemiilsiyonun fiziksel goriintiisti, pH’s1, yogunlugu, refraktif indeksi,
viskozitesi, iletkenlik ve partikiil boyutu ¢alismalart yapilmistir. Tiim parametreler

i¢in {li¢ parallel olacak sekilde 6l¢iim yapilmistir.

3.3.3.1. Fiziksel Goriiniim

Yeni hazirlanmig bir mikroemiilsiyonun fiziksel goriiniimii oda sicakliginda (25 + 2
°C) goz ile incelenmigtir. Formiilasyonda berrak homojen bir goriiniim elde

edilmistir.

3.3.3.2. pH Ol¢iimii

pH ol¢iimleri Mettler Toledo seven multi marka pH metre cihazi ile yapilmistir. pH
s14.00, 7.00 ve 9.21 olan standart tampon soliisyonlar kullanilarak cihazin dogrulugu
kontrol edildikten sonra oda sicakliginda hazirlanan formiilasyonun pH s1 {i¢ paralel

olacak sekilde 6l¢iilmiistiir. Elde edilen deger Tablo 5’ te gosterilmistir.

3.3.3.3. Refraktik indeks Ol¢iimii

Refraktif indeks ol¢timleri Atago RX 7000CX marka refraktometre cihazi ile
yapilmustir. Refraktif indeksi 1.35171 olan refraktometre kalibrasyon standarti
kullanilarak cihazin dogrulugu kontrol edildikten sonra oda sicakliginda hazirlanan
formiilasyonun refraktif indeksi ii¢ paralel olacak sekilde Olcililmiistiir. Damlacik
boyutu tayininde bu degerden yararlanilmistir. Elde edilen deger Tablo 5’ te

gosterilmistir.
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3.3.3.4. Yogunluk Ol¢iimii

Dansisite ol¢timleri icin ilk olarak Isolab marka 5 ml’lik kalibre bir balon jojenin
hassas terazi yardimi ile darasi alinmistir. Daras1 alinip sifirlanan balonjoje igerisine
hazirlanan formiilasyondan 5 ml olacak sekilde tartilmis ve agirlik kaydedilmistir.

d=m/V dansisite formiilii kullanilarak hesaplama yapilmistir. Elde edilen deger Tablo

5’ te gosterilmistir.

3.3.3.5. Viskozite Olciimii

Brookfield DV-I14+Pro marka viskozimetre kullanilarak mikroemiilsiyonlarin
viskozitesi ii¢ paralel olacak sekilde Ol¢iilmiistiir. Elde edilen deger Tablo 5’ te

gosterilmistir.

3.3.3.6. Elektrik Iletkenligi Ol¢iimii

Elektrik iletkenligi 6l¢timleri Mettler Toledo Seven Multi marka iletkenlik 6l¢iim
cihaz1 ile yapilmistir. Elektrik iletkenligi 1413uS/cm olan iletkenlik standarti
kullanilarak cihazin dogrulugu kontrol edildikten sonra oda sicakliginda hazirlanan
formiilasyonun Elektrik iletkenligi i¢ paralel olacak sekilde dlgtilmiistiir. Elde edilen
deger Tablo 5’ te gosterilmistir.

3.3.3.7. Partikiil Boyutunun Saptanmasi

Mikroemiilsiyonun partikiil boyutu oda sicakliginda Malvern Zeta Sizer kullanilarak

alt1 paralel olacak sekilde 6l¢iilmiistiir.

3.3.3.8. Etken Madde Miktarinin Tayini

Uggen faz diyagraminda belirlenmis olan miktarlardaki (2:1) surfaktan/ko-surfaktan,
yag ve su oda sicakliginda beher igerisinde manyetik karistirict yardimiyla
karistirtlarak optimum formiilasyon hazirlanmigtir. Hazirlanan formiilasyon igerisine
5 mg Levodopa ve 1.25 mg Benserazid ilave edilerek ¢oziindiiriilmiistiir. Etken
madde iceren formiilasyondan 1 ml alinarak iizerine 1 ml metanol eklenmistir.

Karigim 5 dakika karigtirma isleminden sonra 4000 rpm de 5 dakika santrifiij
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edilmistir. Santrifiij sonunda olusan iki fazdan metanollii olan fazdan alinan 6rnek 10
kat seyreltilmistir. 7.5, 12.5, 25 ve 50 pg/ml derisimindeki standartlar ile birlikte

ornek cihaza verilmistir.

3.3.4. In-Vitro Gecis Calismasi

Levodopa ve benserazise i¢eren mikroemiilsiyonlarin Logan marka Transdermal
Diffusion Cell Drive Console cihazi kullanilarak sentetik membrandan gecis
calismalar1 yapilmustir. iki hiicreli sitemlerden alt hiicreye 5 ml serum fizyolojik,
ustteki hiicreye ise 0.5 ml mikroemiilsiyondan eklenmistir. Membran bir gece
boyunca serum fizyolojikte bekletildi. Membranin i¢ kismi 6rnek ile temas edecek
sekilde iki hiicre arasina yerlestirildi. Sistemin sicakligi 37°C +1 ye ayarlandi.
Ornekleme zamani, nazal mukosiliyer klirens hizi (5-20 dk) dikkate almarak
maksimum olabilecek gegisi gérmek i¢in 30 dakika olarak belirlendi ve 0. dakika,
30. dakika, 60. Dakika, 90. Dakika, 120. Dakika, 180. Dakika, 360. Dakikada ve 480.
dakika sonunda 6rnekleme yapildi. Gegis ¢alismasinin tiim asamalarinda magnetik
bar ile 6rneklemenin yapildig: hiicrede diizenli bir karistirma gerceklestirildi. Ayni
anda hazirlanmis dort paralel 6rnek ile calisma yapildi. Alinan 6rnekler etken madde
miktar1 tayini i¢in Shimadzu LCMS/MS cihazina verildi. Cihazdan elde edilen
degerler kalibrasyon egrisinde yerine konularak mikroemiilsiyondan difiize olan

etken madde miktar1 tayin edildi.

3.3.5. in-Vivo Gériintiileme

In-vivo goriintiileme ¢alismalar1 Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
kurulunun  17.07.2014 tarih ve 2014-056 sayili onayr dogrultusunda
gergeklestirilmistir. Benserazide’ in, levodopanin istenilen bolgeye gegisindeki
etkisini gorebilmek i¢in bu c¢aligmada iki farkli formiilasyon hazirlanmistir.
Hazirlanan formiilasyonlardan biri 5 mg levodopa ve 1.25 mg benserazide icerirken
digeri sadece 5 mg levodopa i¢cermektedir. Hazirlanan 6rneklerden 2’ser ml alinarak
icerisine 2 mg isaretleme ajani olan FTIC eklendi. FTIC eklenen formiilasyonlar
karanlik ortamda 12 saat manyetik karistirici yardimiyla karigmaya birakildi.

Hazirlanan bu iki formiilasyon iki farkli sigana intranazal olarak uygulanmstir.
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Uygulamadan sonra 40; 90; 180; 240 ve 300. Dakikalarda siganlar isofloran ile
bayiltilarak IVIS Spektrumda goriintiilemeleri yapilmistir.
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4. Bulgular

4.1. Formiilasyon Calismalarimin Sonuclari

1:1 ve 2:1 surfaktan/kosurfaktan oranlarinda hazirlanan formiilasyonlardan elde
edilen degerler ile liggen faz diyagrami ¢izilmistir. Formiilasyonlara ait diyagramlar
Sekil 6 ve Sekil 7 de gosterilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 3 ve Tablo 4 te
belirtilmistir. Elde edilen tiggen faz diyagramlarinda da goriildiigii lizere en yiiksek
mikroemiilsiyon bdlgesini surfaktan/kosurfaktanin 2:1 oraninda oldugu formiilasyon

vermistir. Agirlik merkezi beyaz yuvarlak seklinde gdsterilmistir.

Sekil 6: (1:1) oraninda surfaktan/kosurfaktandan hazirlanan formiilasyona ait liggen

faz diyagrami

Tablo 3: (1:1) oraninda surfaktan/kosurfaktandan hazirlanan formiilasyona ait tiggen

faz diyagrami sonuglari

Grup

Oil

Sur

Water

Area

2.00

33.61

62.62

3.78

0.79

0.29

94.86
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Yag (%)
160 0

Sekil 7: 2:1 oraninda surfaktan/kosurfaktandan hazirlanan formiilasyona ait liggen

faz diyagrami

Tablo 4: (2:1) oraninda surfaktan/kosurfaktandan hazirlanan formiilasyona ait liggen

faz diyagrami sonuglari

Grup Oil Sur Water X Y Area
1.00 32.37 58.74 8.88 0.75 0.28 260.93
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Yaig (%)

100 0

80

VAN,

Sekil 8: (1:1) ve (2:1) oraninda surfaktan/kosurfaktandan hazirlanan formiilasyonlara

ait liggen faz diyagraminin birlikte gosterimi

4.2. Mikroemiilsiyonun Fizikokimyasal Test Sonuclari

3.3.3’ te anlatildig1 tizere yapilan fizikokimyasal ¢alismalar sonucunda hazirlanan
formiilasyonun pH’ s1 5.78, yogunlugu 1.0058, viskositesi 1730.0, rekraktif indeksi
1.4498, elektrik iletkenligi ise 16.02 olarak dl¢iilmiistiir. Elde edilen veriler asagidaki

tabloda gosterilmistir.

Tablo 5: Mikroemiilsiyonun fizikokimyasal ¢alisma sonuglart

Elektrik
Goriiniim | pH | Yogunluk(g/ml) | Viskosite(cP) | Refraktif indeks Iletkenligi
(us/cm)
Berrak 5.78 1.0058 1730.0 1.4498 16.02
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4.2.1 Mikroemiilsiyonun Partikiil Boyutu Ol¢iim Sonuclar

Olgiimii yapilan mikroemiilsiyona ait damlacik boyutu, polidispersite indeks, zeta-

average degerleri Tablo 6’da verilmistir. Bu formiilasyonlara ait damlacik boyutu

grafikleri Sekil 9* da verilmistir.

Tablo 6: Mikroemiilsiyonun polidispersite indeksi, Z-average ve partikiil boyutu

degerleri
Sicaklik Z-Average (D.Nm) Pdi Partikiil Boyutu (nm)
25C 321.4 0.441 15.51
Size Distribution by Volume
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B TR § | BRSPS — =
g1 : | f :
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= . . . .
e T | i/ I |
e aml R — ]
- | I | i
0 ' j ' ' —

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (r.nm)

— Record 1139: 5 mg levodopa 1.25 mg benzeraside 1

Record 1140: 5 mg levodopa 1.25 mg benzeraside 2
— Record 1141: 5 mg levodopa 1.25 mg benzeraside 3
—— Record 1142: 5 mg levodopa 1.25 mg benzeraside 4
— Record 1143: 5 mg levodopa 1.25 mg benzeraside 5
— Record 1144: 5 mg levodopa 1.25 mg benzeraside 6

Sekil 9: Levodopa ve benserazid i¢eren formiilasyona ait partikiil boyutu grafigi

4.2.2 Etken Madde Miktar1 Tayin Sonucu

Boliim 3.3.3.8” de belirtilen derisimlerde cihaza verilen standartlardan kalibrasyon

egrisi ¢izilmistir. Levodopa i¢in ¢izilen kalibrasyon egrisinin denklemi y=2440930x-

9417380 seklinde bulunup r* si 0998 olarak bulunmustur.

Kalibrasyon

denkleminden 10 kat seyreltilen Ornekteki levodopa miktar1 47.96 pg/ml olarak
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hesaplanmistir. Ayni1 sekilde benserazid icin ¢izilen kalibrasyonun denklemi

y=1734020x-5511800 seklinde bulunup r’ si 0.998 olarak bulunmustur. 10 kat

seyreltilmis 6rnekteki benserazid derisimi ise 10.76 pg/ml olarak hesaplanmustir.

4.3. Levodopa ve Benserazid’in LCMS/MS’ te Tayini

Levodopa ve benserazid in LCMS/MS te infiisyonu sonrasi cihazdan elde edilen

veriler Tablo 7 de verilmistir. infiisyon sonrasi cihaza verilen levodopa ve benserazid

standartlarina ait pikler net bir sekilde tespit edilmistir (Sekil 10) (Sekil 11)

Tablo 7: Levodopa ve Benserazid i¢in LCMS/MS ten elde edilen degerler

. ’ Q3 Pre
Madde Adi1 | Precursor ion(m/z) | Product(m/z) | Q1 Pre Bias(V) CE i
Bias(V)
152.20 -22,0 -14,0 -30,0
Levodopa 198.00
139.00 -22,0 -18,0 -25,0
85,00 -18,0 -24,0 -16,0
Benserazid 258.10
120.50 -18,0 -8,0 -13,0
(=10,000) Max Intensity : 85 354
| ‘} ‘} > E}Eg}'} %%%g(:—} % Time 4 59595 Inten. 9
?',EJ—_
E,D—_
2,5—_
oot L
00 100 2'n 30 4o

Sekil 10: Levodopa’nin LCMS/MS teki tayini
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Sekil 11: Benserazid LCMS/MS teki tayini
4.3.1. Levodopa ve Benserazid’ in Kalibrasyon Egrisi Cizimi

Bolim 3.3.1° de anlatildigi sekilde yapilan c¢alisma sonucunda Levodopa ve
Benserazid i¢in elde edilen kalibrasyon egrileri Sekil-16 ve Sekil-17 te gosterilmistir.
Levodopa i¢in elde edilen dogru denklemi; y = 195,118x — 21974,8 olarak
bulunurken determinasyon katsayisi (r* ) ise 0,9984 olarak bulunmustur.

Benserazid i¢in elde edilen dogru denklemi; y = 168,870x — 104,236 olarak

bulunurken determinasyon katsayisi (r2 ) ise 0,9972 olarak bulunmustur.

.

=195.118=< - 21.974.8
2=

0.3333834 r = 0.9331344

1lﬂﬂ£«rea(x1 0 000, 000 )

0, 75+

0,25+

D'DD 1 I 1 I 1 I 1
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 250 30,0 35,0 40,0 45,0 Conc.

Sekil 12: Levodopaya ait Kalibrasyon Egrisi Grafigi
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Y =1EB8.870= - 104.236
"2 =0,9372051 r=035986016

{urea(xtﬂﬂﬂ.ﬂﬂﬂ}

4,0

Sekil 13: Benserazide ait Kalibrasyon Egrisi Grafigi

4.3.2. LOD-LOQ Hesaplanmasi

3.3.1.1" de anlatildig1 iizere yapilan hesaplamalar sonucu Levodopa i¢cin LOD degeri
29,30 ng/ml, LOQ degeri ise 97,66 ng/ml olarak bulundu. Benserazid i¢in LOD
degeri 29,392 ng/ml, LOQ degeri ise 97,973 ng/ml olarak bulundu.

4.4. In vitro Gegis Calismas1 Sonugclar:

Levodopa ve Benserazid nin in-vitro gegis ¢aligmasi bolim 3.3.4° te anlatildigi gibi
yapilmistir. Belirli araliklarla yapilan ve toplamda 8 saat siiren ¢alisma sonucu alinan
ornekler, levodopa ve benserazid i¢in olusturulan metod ile LCMS/MS cihazina
verilmistir. Benserazid i¢in kiiclik derisimlerde saglikli sonu¢ alamadigimiz ig¢in
orneklere sadece benserazid’i igeren standart katma yontemi uygulanmistir.
Levodopa i¢in elde edilen degerler Tablo 8 de benserazid i¢in elde edilen degerler ise
Tablo 9 da gosterilmis olup sonuglarin grafige gecirilmis hali ise Sekil 14 te
verilmistir. Sonucglara gore; alman tim Orneklerde levodopa gegisi goriiliirken

benserazid gecisi 180. dakika ve sonrasinda gergeklesmistir.

28



Tablo 8: Levodopa gecis ¢alismasi sonucu hesaplanan derigim, ortalama derisim ve

standart sapma degerleri

Zaman

Ornek No

C(ng/ml)

Ortalama C (ng/ml)

Standart Sapma

30. dakika

1

123,00

115,00

115,00

162,00

128,75

0,0225

60. dakika

177,00

185,00

175,00

169,00

176,5

0,0066

90. dakika

182,00

182,00

174,00

183,00

180,25

0,0042

120. dakika

184,00

214,00

186,00

187,00

192,75

0,0142

180. dakika

193,00

203,00

202,00

194,00

198

0,0052

360. dakika

227,00

227,00

225,00

207,00

221,15

0,0097

480. dakika

220,00

222,00

239,00

Al W N R B W N R R W N R B W N R R W N R BN R R W

228,00

227,25

0,0085
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Tablo 9: Benserazid gegis ¢alismasi sonucu hesaplanan derigim, ortalama derigim ve

standart sapma degerleri

Zaman Ornek No C(ng/ml) Ortalama C (ng/ml) Standart Sapma
1 183,00
_ 2 178,00
180. dakika 182,25 3,304
3 186,00
4 182,00
1 221,00
_ 2 211,00
360. dakika 214,75 4,349
3 214,00
4 213,00
1 249,00
] 2 246,00
480. dakika 243,25 5,315
3 237,00
4 241,00
Levodopa-Benserazid in-vitro Gegis
300
’—E‘ 250
a ~ ,’H
£ 200 —o— Levodopa
c
S 150 Benserazide
<
§ 100
S
¥ 50
0 T T T T
100 200 300 400 500 600

Zaman (dakika)

Sekil 14: Levodopa ve

birlikte gésterimi

Benserazid In-vitro gegis ¢alismasi sonuglarinin grafiksel
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4.5. In-Vivo Goriintiileme Calismasi Sonuglar

Min= 2.54e8

Sekil 15: FITC ile Isaretlenmis Levodopa ve Benserazid ME IVIS Gériintii (40. Dk)
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Sekil 16: FITC ile isaretlenmis Levodopa ve Benserazid ME IVIS Gériintii (90. DK)
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5. Tartisma

5.1. Formiilasyon Calismalar: Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Etkin maddenin salinimi, elde edilen formiilasyona ve kullanilan yardime1 maddelere
onemli Ol¢lide baghdir. Formiilasyon gelistirme c¢alismalarinda yag fazi olarak etil
oleat ve surfaktan olarak non-iyonik Tween 80 sec¢ilmistir. Mikroemiilsiyon
caligmalarinda etken maddenin penetrasyonunu artirmaya yardimci olacak
maddelerin sec¢ilmesine dikkat edilmistir. Calismamizda penetrasyonu artirmak
amaci ile yapilan literatiir arastirmalart sonucu ko-surfaktan olarak propilen glikol
secilmistir (Degim,2007).

Ag1z yoluyla alinan formiilasyonlardaki levodopanin biiyiik bir kismi1 gastrointestinal
sistemde ilk gecis etkisine ugrar. Viicuda alinan levodopanin sadece % 1-3 i santral
sinir sitemine gegerek etki gosterebilir. Bu ylizden PH’ nin tedavisinde kullanilan
oral formiilasyonlardaki levodopa miktar1 (125-250 mg/doz) yiiksektir ve giinde agiz
yoluyla alinan 300-800 mg levodopa ile optimal etki saglanmaktadir. Calismamizda
intranasal uygulama ile ilk ge¢is etkisi ortadan kaldirilacagi igin gelistirilen
mikroemiilsiyon formiilasyonuna eklenecek levodopa miktari, glinliik alinabilecek
ortalama oral levodopa miktarimin %1’ 1 olacak sekilde belirlenmistir. Yapilan
literatiir arastirmalar1 levodopanin karbidopa, benserazid gibi dekarboksilaz
inhibitdrleri ile birlikte uygulanmasi sonucu giinliik doz miktarinda %70-80 oraninda
bir azalma oldugunu gostermistir (Kaya, 2007). Bu bilgi dogrultusunda etken madde
olan Levodopa’ nin periferal dekarboksilasyonunu engellemek, uygulama dozunun
azaltmak ve diisiik biyoyararlaniminmi artirmak i¢in dekarboksilaz inhibitorii olan
benserazid ile kombine edilmistir. Levodopa ve dekarboksilaz inhibitorlerinin doz
oranlar1 ayarlanarak maximum etkinlie ulasmak icin yapilan ¢aligmalarda;
Levodopa/karbidopa orani 10:1 oldugu zaman mide bulantis1 ve kusma gibi yan
etkilerin insidansinin yiiksek oldugu bildirilmistir. Hem benserazid hem de karbidopa
icin doz oram1 4:1 olarak degistirildiginde ise yan etkilerin azaldig1 saptanmistir
(Kaya, 2007). Bu bilgi dogrultusunda g¢alismada levodopa/benserazid orani 4:1
olacak sekilde ayarlanarak 5 mg Levodopa ile 1.25 mg benserazid kullanilmistir.
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Intranazal uygulamalar bircok terdpatik ajanin sistemik ve lokal salinimi icin cekici
bir secenek olmustur. Nazal mukozanin diger mukozalar ile karsilastirildiginda daha
kolay ulasilmasi, kiiciik ve biiyiik molekiiller i¢in pratik gecis portali sunmasi, hizli
terapotiik etkilerin ortaya ¢ikmasi, ilk gecis etkisi ve gastrointestinal degredasyonun
olmamasi gibi nedenler ile siklikla tercih edilmektedir. Yapilan aragtirmalar sonucu
ila¢ formiilasyonlarinin fizikokimyasal 6zelliklerinin intranazal uygulamalarda ilacin
biyolojik membrandan gegis hizin1 ve derecesini etkiledigi goriilmiistiir (Bitter,
Suter- Zimmermann, Surber, 2011). Calismamizda gelistirmeye ¢alistigimiz
mikroemiilsiyon intranazal uygulamaya uygun olacak sekilde formiile edilmis ve
ikinci kisimda yapilan fizikokimyasal analizlerin sonuglar1 bu bilgiler dogrultusunda
degerlendirilmistir.

Calismamizda gelistirdigimiz formiilasyon iizerinde fizikokimyasal ozelliklerini
belirlemek i¢in; goriiniis, tip, pH, iletkenlik, refraktif indeks, partikiil boyutu dagilimi
ve viskozite ¢alismalart yapilmistir.

Yapilan calismalar sonucunda mikroemiilsiyonun tipi S/Y tipinde bulunmustur.
Formiilasyonun pH’s1 5.78 olarak bulunmustur. Nazal epitelyumun pH s1 5.5-6.5
arasindadir. pH 5.5 ten diisiik yada 6.5 ten yiiksek oldugu durumda nazal epitelinin
tamponlama kapasitesi asildigindan dolayr lokal yan etkilere ve ilag gegisinin
etkilenmesine neden olmaktadir (Bitter, Suter- Zimmermann, Surber, 2011). Bu
bilgi cer¢evesinde formiilasyonun pH st literatiir ile uyumlu ¢ikmustir.
Formiilasyonun viskozitesi 1730.0 cP olarak bulunmustur. Nazal yol ile uygulanacak
formiilasyonlarin biyolojik viskozitesinin olmasi gereken diizeyi bilinmemektedir.
Fakat nazal iriin giriste veya nazofarinkse dogru iirlin kaybimmi onlemek igin
formiilasyonun viskozitesinin yiiksek olmasi bir avantaj iken cok yiiksek iiriin
viskoziteleri temizleme mekanizmasini tesvik edeceginden dolay1 bir dezavantajdir.
Bir 151k demetinin bir ortamdan yogunlugu farkli bir ortama gegerken yon
degistirmesine kirilma denir. Refraktif indeks bir maddenin safliginin  bir
gostergesidir. Formiilasyonun refraktif indeksi 1.4498 olarak bulunmustur.
Yogunlugu 1.0058g/ml olarak bulunan formiilasyonun elektrik iletkenligi ise 16.02
us/cm olarak bulunmustur.

Mikro/ Nano boyutlu ilag¢ sistemleri; boyutlar1 nedeniyle hiicre membranindan
yiikksek derecede gecis saglamalart ve bu nedenle tasidiklari ila¢ molekiillerinin

hiicresel alimlarin1 artirmalari, artirilmig penetrasyon ve uzatilmis kalig siireleri gibi
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Ozelliklerinin bulunmasi, diisiik toksisiteleri, artirilmis biyoyararlanim saglamalari
nedeniyle hastaliklarin teshis ve tedavisinde Onemli yapilardir. Partikiil boyutu
caligmalarinda formiilasyonun partikiil boyutu 15.51 nm olarak bulunmustur. Cikan
sonu¢ mikroemiilsiyon taniminda verilen arali§a uygun olarak bulunmustur (Simsek,
2010).

Etken madde miktar tayininde elde edilen sonuglara goére Levodopa i¢in %95,92 geri
kazanim saglanirken benserazid i¢in %86,10 geri kazanim elde edilmistir. Sonuglar
bize formiilasyon i¢inde etken maddenin homojen bir sekilde dagilim gdsterdigini ve
etken madde miktarinin formiilasyon hazirlanirken eklenen madde miktar: ile

uyumlu oldugunu gostermektedir.

5.2. Levodopa ve Benserazid in LCMS/MS’ te Tayin Calismasinin

Degerlendirilmesi

Calismamizin bu asamasinda Levodopa ve Benserazidin Shimadzu marka
LCMS/MS’te tayini igin yontem gelistirilmistir. Cihaz igin elde edilen optimum
degerler Tablo 7 de verilmistir.

Gelistirilen formiilasyondan miktar tayini yapmak ve in-vitro gec¢is calismalari
sonucu elde edilen 6rneklerdeki etken madde miktarini tayin etmek i¢in Levodopa ve
benserazid i¢in ayr1 ayri kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Levodopa i¢in elde
edilen dogru denklemi (y = 195,118x — 21974,8) seklindedir. Kalibrasyon egrisinde
r? nin 0,9984 olmasi bize denklemi miktar tayini i¢in gilivenle kullanabilecegimizi
gostermistir. Benserazid i¢in elde edilen dogru denklemi (y = 168,870x — 104,236)
seklindedir. Ayn1 sekilde kalibrasyon egrisinde ? nin 0,9972 olmasi bize denklemi

gecis calismasi icin giivenle kullanabilecegimizi gostermistir.
5.3. In-Vitro Gecis Calismas1 Sonuclarmin Degerlendirilmesi

In-vitro gecis c¢aligmalar1 igin franz difiizyon hiicreleri kullanilmistir. Dondr
kompartmana taze hazirlanmis formiilasyon eklenirken reseptor kompartmana ise
serum fizyolojik eklenmistir. Isitma ceketleri yardimi ile sicakligin siirekli sabit
olarak 37 °C de kalmasi saglanmistir. Ayrica reseptor kompartman igerisinde

bulunan manyetik baliklar yardimi ile geg¢is olan ortamin sabit hizda siirekli
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karistirtlmas1  saglanmigtir. Belirli zamanlarda reseptdr kompartmandan alinan
orneklerden miktar tayini yapilmistir. 4 paralel olacak sekilde yapilan ¢alismalardan
ayni zamanda alinan 6rneklerden elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir farklanma
olmamustir. Tablo 8 ve Tablo 9 da sonuglar ve sonuglar arasinda hesaplanan standart
sapmalar verilmistir. Tabloda da bir farklanma olmadigi, sonuglarin birbiri ile
uyumlu oldugu goriilmektedir.

Gegis calismast sonucunda Levodopa icin ilk 60 dakikada gecisin hizli oldugu, 60
dakikadan sonra ise daha yavas bir gec¢is gergeklestigi goriilmiistiir. Benserazid igin
180. Dakikaya kadar gecis oldugu tespit edilemedi fakat 180. Dakikan sonra gegisin

meydana geldigi ve sonrasinda artarak devam ettigi gézlenmistir.

5.4. in-Vivo Goriintilleme Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Boliim 3.3.5° te anlatildig: tizere levodopa - benserazid igeren ve sadece levodopa
iceren iKi farkli formiilasyon ile denemeler yapildi Ekstraserebral dopa dekarboksilaz
inhibitorii olan benserazide varliginin formiilasyondaki L-Dopanin istenilen bolgeye
gecisine etkisi goriilmek istendi. Fakat FTIC ile floresans ozellik kazandirilian
Levodopa ve Benserazid mikroemiilsiyonu intranasal uygulandiginda beyine gegis
elde edilemedi. Deney hayvanlarinda mikroemiilsiyon uygulama sonrast burun
sekresyonlarinda artig goriildii ve buna bagli olarak yeterli ilag konsantrasyonu

saglanamada.
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6. Sonug ve Oneriler

Kan-beyin bariyerini gegcemeyen dopaminin yerine on ilag olarak tercih edilen L-
dopa, PH’ nin tedavisinde oral yoldan kullanilan ila¢ formunda veya ince barsaktan
stirekli infiisyon seklinde uygulanan jel formunda kullanilmaktadir. Bu ¢aligma ile bu
kullanimlara alternatif olabilecek intranasal yoldan uygulanabilen bir formiilasyon

gelistirmeyi diisiindiik.

Sonu¢ olarak bu calismaya baglarken hedeflenen bu amaglar dogrultusunda
gelistirilen mikroemiilsiyon farmakolojik dozaj seklinin, L-Dopa i¢in uygun bir
tasiyici sistem olabilecegi diisiiniilebilir. Fakat yapilan in vivo denemelerden elde
edilen sonuglar, gelistirilen formiilasyonun intranazal uygulama i¢in yeterli
olmadigini, gelistirilerek intranazal uygulamaya uygun hale getirilebilecegini

gostermistir.
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