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Jiiri
Prof. Dr. Meltem DEMIREL KARS
Prof. Dr. Mustafa ERSOZ
Prof. Dr. Erdal KOCABAS
Prof. Dr. Gokalp OZMEN GULER
Dog. Dr. Serpil EDEBALI

Kanabidiol (CBD); multiple skleroz, parkinson, anoreksiya, goz tansiyonu, kanser, agri, bulanti
ve kusma, depresyon, insomnia, stres ve kaygi bozukluklar gibi gesitli hastaliklarin tedavisinde umut
vadetmektedir. Fakat CBD’nin yiiksek lipofilik o6zellikleri, kullanim ve dozlamayi zorlastirmakta,
dolayisiyla farmasétik olarak yararlanimini kisitlamaktadir. Bu tez ¢aligmasinin amaci, CBD’nin gida
takviyelerinde kullanilmasi icin elverisli bir dozaj formu gelistirilmesi ve basarili bir sekilde
kapsiillenmesinin saglanmasidir. Nanopartikiiller (NP), farkli molekiil agirliklarina sahip polikaprolakton
(PCL) polimerleri kullanilarak, ultrasonik homojenlestirici ve ultra-turrax ile emiilsifikasyon ¢oziicii
buharlastirma yontemi ile sentezlenmistir. Optimizasyon caligmalarinda, farkli molekiil agirliklarinin ve
farkli tiretim yontemlerinin partikiil boyutuna ve zeta potansiyeline etkileri degerlendirilmistir. En uygun
polimerin 14000 g/mol molekiil agirligina sahip PCL oldugu bulunmus ve 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 30 mg
CBD enkapsiile edilmis PCL NP’ler ultrasonikasyon teknigi kullanilarak hazirlanmistir. CBD enkapsiile
NP’ler morfolojik ve ylizey 6zellikleri agisindan karakterize edilmistir. Plasebo NP’ler ve Smg, 10 mg, 15
mg ve 30 mg CBD enkapsiile PCL NP i¢in sirasiyla -23,37, -10,21, -9,62, -9,93 ve -9,40 mV'lik potansiyel
degerleri tayin edilmistir. Plasebo NP’ler ve 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 30 mg CBD enkapsiile PCL NP’lerin
sirastyla ortalama 207,5 nm 227,2 nm, 225,5 nm, 227,7 nm ve 216,9 nm boyuta sahip olduklar
belirlenmistir. iki farkli pH degerinde (1,2 ve 7,4) CBD-PCL-NP’lerin in vitro salim c¢aligmalari
gerceklestirilmigtir. NP’lerin DSC analizi ile etken madde-polimer uyumlulugu ortaya ¢ikartilmistir. Ayrica
FT-IR analizi sonuglartyla, CBD'nin NP'ler i¢ine kapsiillendigi gosterilmistir. CBD nin ¢esitli reseptorlerle
etkilesiminin incelenmesi i¢in molekiiler yerlestirme yontemi kullanilarak in silico analizleri yapilmistir.
Bu molekiiliin reseptorler iizerinde yapisal davranislari, afinitesi ve toksisitesi degerlendirilmistir. PCL-
NP’nin hiicre igerisine alindigi ise Nil kirmizisi enkapsiile edilmis NPlerin hiicrelerin igerisinde birikimi
gosterilerek ortaya koyulmustir. Saf CBD’nin hiicrelerin ¢ogalmalari tizerindeki etkisi ise 1929 normal
fibroblast hiicreleri ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde 24, 48, 72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canlilik
analizi yapilarak ve ICso degerleri hesaplanarak belirlenmistir. Sonuglar, CBD-PCL-NP’lerinin kenevir
tohumu yagiyla birlikte, yumusak jelatin kapsiil formunda bir gida takviyesi olarak gelistirilebilecegini
gostermistir. Gida takviyesi uygulamasi i¢in kullanilmak tizere elde edilen kenevir tohumu yaginin
yumusgak jelatin kapsiil formunda prototip iiretimi gerceklestirilerek ambalajlanmistir. Kapsiiliin, uzun
stireli CBD salim1 yaparak serbest CBD tiiketimine gore farmasotik avantajlara sahip oldugu sdylenebilir.
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Cannabidiol (CBD) shows promise in the treatment of various diseases such as multiple sclerosis,
Parkinson's disease, anorexia, glaucoma, cancer, pain, nausea and vomiting, depression, insomnia, and
stress and anxiety disorders. However, CBD's high lipophilic properties make its administration and dosing
challenging, thus limiting its pharmaceutical utility. The aim of this thesis study is to develop a suitable
dosage form for the use of CBD in food supplements and to ensure its successful encapsulation.
Nanoparticles (NPs) were synthesized using polycaprolactone (PCL) polymers with different molecular
weights through ultrasonic homogenization and emulsification solvent evaporation method using an ultra-
turrax. In optimization studies, the effects of different molecular weights and production methods on
particle size and zeta potential were evaluated. The most suitable polymer was found to be PCL with a
molecular weight of 14,000 g/mol, and PCL NPs encapsulated 5 mg, 10 mg, 15 mg, and 30 mg CBD were
prepared using ultrasonication. The CBD-encapsulated NPs were characterized in terms of morphological
and surface properties. Potential values of -23.37, -10.21, -9.62, -9.93, and -9.40 mV were determined for
placebo NPs and 5 mg, 10 mg, 15 mg, and 30 mg CBD-encapsulated PCL NPs, respectively. The average
sizes of placebo NPs and 5 mg, 10 mg, 15 mg, and 30 mg CBD-encapsulated PCL NPs were determined to
be 207.5 nm, 227.2 nm, 225.5 nm, 227.7 nm, and 216.9 nm, respectively. In vitro release studies of CBD-
PCL-NPs were conducted at two different pH values (1.2 and 7.4). The drug-polymer compatibility of NPs
was revealed by DSC analysis. Additionally, FT-IR analysis results demonstrated the encapsulation of CBD
into NPs. In silico analyses were performed using molecular docking method to investigate the interaction
of CBD with various receptors. The structural behavior, affinity, and toxicity of this molecule on receptors
were evaluated. The uptake of PCL-NPs into cells was demonstrated by the accumulation of Nile red-
encapsulated NPs within the cells. The effect of piire CBD on cells was determined by cell viability analysis
and calculation of ICso values after 24, 48, and 72 hours of incubation with 1.929 normal fibroblast cells
and MCF-7 breast cancer cells. The results indicate that CBD-PCL-NPs, in combination with hemp seed
oil, may be developed as a food supplement in the form of soft gelatin capsules. A prototype production of
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soft gelatin capsules containing hemp seed oil was carried out and packaged for use as a food supplement.
The capsules are capable of long-term CBD release and offer pharmaceutical advantages compared to free

CBD consumption.

Keywords: Cannabidiol, Hemp Seed Oil, Modified Release System, Polycaprolactone, Soft
Gelatin Capsule.
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan yayinlanan rapora gére, bitkisel kaynakli
tiriinlerden kiiresel niifusun yaklasik %70’lik kismi tarafindan ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde ve hastaliktan korunmada “geleneksel tip” baglaminda faydalanilmaktadir.
Tibbi amach bitki tiirlerinin yaklagik 70 000 adet oldugu tahmin edilmekle beraber; WHO
tarafindan 21000 bitki tiiriiniin ilag iceriginde kullanim i¢in uygun oldugu belirtilmektedir
(Atalay ve Erge, 2018). Tiirk Gida Kodeksi’nin Agustos 2013’de yayimlanan Takviye
Edici Gidalar Tebligi’ne gore gida takviyeleri “normal beslenmeyi takviye etmek
amaciyla; vitamin, mineral, protein, karbonhidrat, lif, yag asidi, amino asit gibi besin
ogelerinin veya bunlarin disinda besleyici veya fizyolojik etkileri bulunan bitki, bitkisel
ve hayvansal kaynakli maddeler, biyoaktif maddeler ve benzeri maddelerin konsantre
veya ekstraktlarinin tek basina veya karisimlarinin kapsiil, tablet, pastil, tek kullanimlik
toz paket, sivi ampiil, damlalik sise ve diger benzeri sivi veya toz formlarda hazirlanarak
giinlik alim dozu belirlenmis iirlinler” olarak tanimlanmaktadir (Anonim, 2013).
Amerika Birlesik Devletleri Diyet Takviyeleri Saglik ve Egitim Kanunu (DSHEA), gida
takviyelerinin ila¢ kategorisinden ziyade genel olarak gidalar kategorisinde
siiflandirilmasini ongdrmektedir. Bu takviyelerin performans artirma, kozmetik amaclar
icin kullanimi, dengeli beslenmeyi saglama, bagisiklik sistemini gii¢clendirme ve bazi
hastaliklarin tedavisi gibi amaglarla kullanilabilecegi belirtilmektedir (Atalay ve Erge,
2018). Gida takviyeleri genellikle diisiik biyoyararlanim oranina sahiptir, bu da viicut
tarafindan emilmeden Once biiyiik dl¢lide parcalanmalarina neden olur. Bu nedenle, gida
takviyelerinin uzun siireli salimini saglamak i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmektedir.

Kenevir (Cannabis sativa L.), Cannabaceae familyasina ait tek yillik, ¢ok yonlii
kullanim potansiyeli olan ve eski c¢aglardan beri tibbi amaclarla kullanilan bir bitki
tiirtidiir. Bitkinin aktif bilesenleri arasinda THC (tetrahidrokanabinol) ve CBD
(kanabidiol) gibi kanabinoidler bulunur. THC, psikoaktif 6zelliklere sahip olup, kisinin
zihinsel durumunda degisikliklere neden olurken, CBD ise terapotik 6zelliklere sahiptir
(EISohly ve ark., 2017). Kanabidiol (CBD), Cannabis sativa'daki baslica
fitokanabinoidlerden biridir ve son zamanlarda gida ve saglik endiistrisinde yogun ilgi
gormektedir. CBD, kenevir bitkilerinin tohumlarinda bulunmaz, ancak kenevir tohumu
yagl, isleme sirasinda capraz kontaminasyon nedeniyle CBD igerebilir. Anksiyete,
depresyon, uyku bozukluklari, epilepsi, cilt rahatsizliklari, agr1 ve inflamasyon gibi

bir¢cok saglik sorununu azaltma ve tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Ancak, CBD'nin



diisiik su ¢oziiniirliigli, yiiksek lipofilisitesi ve diisiik oral biyoyararlanimi gibi bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir (Williams ve Nutbrown, 2021).

Kenevir tohumu, insanlar tarafindan ham, pigsmis veya kavrulmus bir gida kaynagi
olarak kullanilmigtir ve kenevir tohumu yagi en az 3000 yildir Cin'de gida ve ilag olarak
tiiketilmektedir. Kenevir tohumu, zengin bir mineral i¢erigine sahip A, C ve E vitaminleri,
B-karoten, %20-25 protein, %20-30 karbonhidrat, %25-35 yag, %10-15 ¢oziinmeyen lif
ve Ozellikle fosfor, potasyum, magnezyum, siilfiir ve kalsiyum gibi mineraller
icermektedir. Kenevir tohumu yagi besin degerinin yani sira lipid metabolizmasi,
kardiyovaskiiler saglik, immunomodiilator etkiler ve dermatolojik hastaliklar gibi ¢esitli
saglik faydalar1 sunar (Montserrat-de la Paz ve ark., 2014). Kenevir tohumu yagi1, coklu
doymamis yag asitlerinin dogal bir kaynagidir. Kenevir tohumu yaginda bulunan baglica
yag asitleri C18:2 linolenik asit (w-6) ve C18:3 a-linolenik asit (»-3)'tir. Bu iki yag asidi,
kenevir tohumu yaginda sirasiyla yaklasik %60 ve %20 oraninda bulunur. Optimal deger
olarak onerilen bu iki yag asidinin oran1 insan beslenmesi i¢in 3:1 oranindadir. Esansiyel
yag asitleri olarak bilinen bu bilesikler, insanlar veya diger hayvanlar i¢in saglikli bir
yasam i¢in zorunlu olan yag asitleri sinifina girerler. Bu smiftaki yag asitlerinin viicut
tarafindan sentezlenmesi miimkiin degildir. Kenevir tohumu yagi ayrica, antioksidan
aktivite gosteren onemli bir fonksiyonel bilesikler sinifi olan fitokimyasallar igerir.
Antioksidan aktiviteye sahip kenevir tohumu fitokimyasallari, lignanlar, flavonoidler ve
fenolik asitler gibi fenolik bilesikler sinifina dahildir. Bu 6zellikleri nedeniyle kenevir
tohumu yag1 fonksiyonel gida ve yag asidi bilesimi olarak kabul edilmektedir. Ornegin,
antioksidan bilesiklerinin varlig1 nedeniyle romatoid artrit gibi hastaliklara kars
koruyucu etkisi bulunmaktadir. Benzer sekilde, yag asidi bilesimi nedeniyle
hiperkolesterolemi gibi durumlarda nutrasotik olarak kullanilabilirler. Bu nedenle, gida
takviyesi olarak diizenli bir sekilde tiiketilmesi onerilir (Rapa ve ark., 2019).

Son yillarda arastirmacilar tarafindan biiyilk bir ilgi goren polimerik
nanokapsiiller ve nanopartikiiller, kontrol edilebilir ila¢ salimi, ¢esitli kombine edilebilme
Ozellikleri ve hedef bolgeye ulasana kadar ilag molekiillerini koruyabilme gibi
Ozelliklerinden dolay1 tercih edilmektedir. Polimerik nanotasiyici sistemlerin
gelistirilmesinde, dogal polimerlerin biyolojik olarak parcalanabilirlik ve biyouyumluluk
ozellikleri, sentetik polimerlerin ise kontrol edilebilir kimyasal yapilara sahip olma
avantajlar1 tercih edilir. Alifatik poliester olan polikaprolakton (PCL) polimerik
nanopartikiillerin hazirlanmasinda, bir¢ok ila¢ molekiiliinii igine alabilme, toksik

olmama, biyobozunurluk ve diger 6zellikleri sayesinde elverislidir (Sinha ve ark., 2004).



Biyolojik uyumlu ve biyobozunur bir polimer olan PCL, ilaglarin biyoyararlanimini
artirmak, hedeflendirmek ve siirekli salimini saglamak i¢in kullanilabilen FDA (Food and
Drug Administration) onayli biyobozunur bir polimerdir. Bu biyobozunur polimer,
uygulama sonrasinda viicuttan ¢ikarilmasi gerekmeyen bir yapiya sahiptir. PCL, 6zellikle
ilag teslimi amaglari i¢in oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Badri ve ark.,
2017).

Yumusak jelatin kapsiiller, diisiik ¢oziiniirliige sahip bilesiklerin biyoyararliligini
artirmak i¢in gelistirilen ve igerisinde su icermeyen ¢ozelti, slispansiyon veya yar1 kati
formiilasyonlar1 kolayca kapsiile almak ic¢in kullanilabilecek benzersiz bir kat1 dozaj
seklidir (Gullapalli, 2010). Yumusak jelatin kapsiiller, ilag veya gida takviyelerinin
giivenli ve etkili bir sekilde alinmasi i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
Kapsiillenen maddenin hava, nem, oksidasyon ve 1siktan korunmasini saglar. Bu sayede,
tirtinlerin raf dmrii uzar ve daha uzun siire kullanilmasina olanak tanir. Yumusak jelatin
kapsiiller ilac1 veya takviyeyi dogru dozda almak i¢in hassas bir sekilde dl¢gmek zorunda
kalmadan oral yolla kolay bir sekilde alinmasina imkéan saglar. Bazi ilaglar veya
takviyeler, kotii bir tat veya kokuya sahip olabilir. Yumusak jelatin kapsiiller, bu tatlar
maskeleyerek, iiriinlerin daha kolay ve keyifli bir sekilde alinmasini, ilaglarin ve
takviyelerin giivenli bir sekilde taginmasini ve saklanmasini saglar. Yumusak jelatin
kapstillerin kullaniminin avantajlar1 bunlarla siirli degildir. Yumusak jelatin kapsiiller
ile iiretim maliyeti Licaps, Coni-Snap ve Star-Lock kapsiillerle tiretilen ilaglarin ve gida
takviyelerinin iiretim maliyetinden daha diisiiktiir. (Srividya ve ark., 2014; Benza ve
Munyendo, 2011).

Bu tez ¢alismasinda, CBD iceren PCL nanopartikiiller elde edilerek, soguk sikim
kenevir tohumu yagi ile karistirilarak elde edilen karigimin yumusak jel kapsiillere
ylklenerek uzun siireli salim yapan gida takviyeleri elde etmek hedeflenmistir. Bu
amagla, oncelikle PCL nanopartikiillerin sentezi gerceklestirilmis ve CBD igeren PCL
nanopartikiiller hazirlanmistir. Hazirlanan nanopartikiillerin karakterizasyon calismalari
yapildiktan sonra, soguk sikim kenevir tohumu yagi ile karistirilarak, uzun siireli salim
saglayan ve kolay kullanima sahip yumusak jel kapsiilleri elde etmek i¢in uygun
formiilasyonlar gelistirilmistir. Elde edilen iirlinlerin 6zellikleri incelenerek, kenevir
bitkisinden elde edilen CBD'nin hidrofobik 6zelliginden kaynaklanan kisitlamalari
ortadan kaldirmak, etkinli§ini ve biyoyararlanimin1 artirmak i¢in nanoteknolojik
yontemlerin kullaniminin 6nemi ortaya koyulmustir. Tez ¢aligmasi1 sonunda saglikli bir

gida takviyesi olarak kullanilabilecek yeni bir {iriiniin prototipi gelistirilmistir.



1.1. Kenevir

Kenevir (Cannabis sativa L.), antik ¢aglardan beri agirlikli olarak Orta Asya'da
(Hindistan ve Cin) yetistirilen otsu tek yillik bir bitkidir (Russo ve ark., 2007; Stevens ve
ark., 2016; Jiang ve ark., 2006).). Cannabis sativa ylizyillardir lif, gida, yag ve ilag
kaynagi olmasinin yani sira eglence ve dini amaglarla da kullanilmistir (Piluzza ve ark.,
2013). Kanabinoidler, terpenoidler, flavonoidler ve alkaloidler gibi bir dizi kimyasal aktif
bilesige sahiptir (Andre ve ark., 2016). En aktif bilesikler, esas olarak ¢igeklerin trikom
boslugunda biriken bir terpenofolik bilesikler sinifi olan kanabinoidlerdir (Taura ve ark.,
2007; Brenneisen, 2007).

Kenevir, diinya genelinde uzun bir ge¢mise sahiptir ve kenevirin tibbi olarak
kullanimin1 anlatan ilk yazili kaynak M.O. 2800'lii yillarda Cin Imparatoru Shen Nung
tarafindan yazilan "Shen Nung Pen Ts'ao Ching" isimli Cin farmakopesidir (Pisanti ve
Bifulco, 2018). Bu eski metne gore, kenevir yorgunluk, romatizma ve sitma gibi
rahatsizliklart gidermek i¢in recete edilmistir (Abel, 1980). Ayrica Cinli doktorlar
kenevirin tohumlarini, yagi ve proteinleri i¢in kullanmiglardir. Tayvan'da bulunan birkag
Neolitik kanit parcasi, Cannabis sativa'min 12.000 yil 6nce birka¢ farkli amag i¢in
kullanildigint (Li, 1973), boylelikle ip ve tekstil iiretiminde 6nemli bir rol oynadigini
kanitlamigtir. Kenevir, bilinen en eski ekili lif bitkisi olarak anilmaktadir (Cherney ve
Small, 2016) ve bugiin bile balik aglarinin bir bileseni olarak kullanilmaktadir (Savo ve
ark., 2013).

Kenevir tohumlari, hekimler tarafindan egzama ve sedef hastalig1 i¢in tavsiye
edilmis olmakla birlikte (Anwar ve ark., 2006), enflamatuar hastaliklar i¢in Onerilen vy-
linoleik asit a¢isindan zengindir (Jeong ve ark., 2014). Ayrica ilag olarak kullanimi, Asur
kil tabletlerinde (Anderson ve Scurlock, 2005) ve yaklasik 3000 y1l 6ncesine dayanan
Misir Ebers Papiriisiinde (Epstein, 2010) kapsamli bir sekilde rapor edilmektedir. Kenevir
antik Yunanlilar ve Romalilar arasinda da iyi bilinmekteydi (Mercuri ve ark., 2002).
Tarih¢i Herodot (M.O. 400), kenevirin Kizilderililer arasinda kullanimindan bahsetmistir
ve Diodorus Siculus (M.O. 60), eski Misirl1 kadinlarin agriy1 azaltmak ve ruh hallerini
tyilestirmek i¢in kenevir kullandiklarini bildirmistir (Carod-Artal, 2013). Romal1 tarihgi
Pliny, Roma halkinin agriy1 hafifletmek i¢in kenevir koklerinin kullanildigini anlatmigtir
(Ryz ve ark., 2017).

Kenevir ylizyillar boyunca bir¢ok din tarafindan kutsal bir bitki olarak kabul
edilmistir (Touwn, 1981). Nitekim Asya kiiltiirlerinin kutsal metinlerinde kenevirden

yiice erdemleri olan bir bitki olarak bahsetmekte ve dini ritiiellerin bir pargasi olarak



gormektedir. Hindistan ve Tibet'te Hinduizm ve tantrik Budizm gelenekleri, meditasyonu
ve ruhlarla iletisimi kolaylastirmak i¢in kenevir ¢iceklerini ve reginelerini kullanmistir
(Schultes ve ark., 1992).

Sonraki yiizyillarda Avrupa vatandaslari, Afrika ve Dogu Hint Adalari'na giden
maceracilar, deniz kaptanlari, zengin gezginler, rahipler ve tiiccarlar tarafindan yazilan
seyahatnameler sayesinde kenevirin sayisiz kullanimin1 6grenmislerdir (Abel, 1980).
Ozellikle, Hindistan'mn fethiyle birlikte, kenevirin kullanim aliskanliklar1 Avrupa kitasina
da aktarildi. iki Portekizli doktor olan Garcia Da Orta ve Cristobal Acosta, ofori,
sedasyon, istahin uyarilmasi, haliisinasyonlar ve afrodizyak etkileri iceren kenevirin
etkileri hakkinda ¢aligmalar yapmislardir (Lee, 2013). Ek olarak, 19. yiizyilin Ingiliz
tibbinda kenevir analjezik, antienflamatuar, antiemetik ve anti-konviilsan olarak
tanitilmistir (Aldrich, 1997). Clarke ve Merlin, kenevirin psikoaktif etkisinin kesfinin
tesadiifi oldugunu savunmustur (Merlin, 2003; Clarke ve Merlin, 2013).

Bugiin diinyadaki birgok yerli topluluk, ¢esitli hastaliklar i¢in farkli kenevir
tiirlerini kullanmaktadir. Pakistan'in kuzeyindeki Swat'in Miandam bolgesinde, yara
tyilesmesi i¢in kenevirin toz haline getirilmis yapraklar1 anodin, yatistirici ve tonik olarak
kullanilmaktadir (Akhtar ve ark., 2013). Nepal, Arunacgal Prades ve Haryana'dan gelen
kirsal koylerden olusan kiigiik etnik gruplar, insan ve hayvancilik gastrointestinal
hastaliklari, agr1 ve yilan 1sirig1 i¢in keneviri kullanmaktadir (Panghal ve ark., 2010;
Kunwar ve ark., 2010; Namsa ve ark., 2011; Abbasi ve ark., 2013).

Farmakolojik bir bakis agisindan, 1964'te Gaoni ve Mechoulam, ana
fitokanabinoid olan D9-THC'yi izole edip sentezleyerek kanabinoidleri incelemenin
yolunu agmistir (Mechoulam ve Gaoni, 1965). 1980'lerde Pfizer, kanabinoid
reseptorlerinin sentetik ligandlarinin gelistirilmesi tizerinde calismistir (Pertwee, 2006).
Daha sonra, kanabinoid Tip-1 (CB1) reseptorii ilk olarak 1990'da ardindan kanabinoid
Tip-2 (CB2) reseptorii 1993'te kesfedilmistir (Pertwee, 2006). Ayrica, 1990'larda iki
endojen CB reseptor ligandi, arasidonoiletanolamin ve 2-arasidonilgliserol de
kesfedilmistir (Pertwee, 2006). Son olarak, yaklasik ayni zamanlarda, Di Marzo ve
meslektaslari, endojen ligandlari, reseptdrleri ve sentez ve bozunma enzimlerini igeren
"endokanabinoid sistem" terimini ilk kez kullanmislardir (Di Marzo ve ark., 1994).
Bugiine kadar, alkol bagimliligi, nikotin bagimliligi, 6liimciil bir hastalikla ilgili kayg1 ve
kronik travma sonras1 stres bozukluklari i¢in bir tedavi olarak cesitli bitkisel ve kimyasal
etken maddelerinin klinik denemeleri vardir (Schenberg, 2018). Cannabis sativa ile ilgili

olarak, bircok caligma travmatik olaylarin yarattig1 kabuslarini ortadan kaldirabilecegini



ve uykuyu iyilestirebilecegini bildirmistir (Pedersen ve Sandberg, 2012; Babson ve ark.,
2017). Yine de bir¢ok iilkede kenevirin yetistirilmesi ve pazarlanmasi giiniimiizde hala
yasa disidir. Bu, kacakeiligi tesvik etmekte ve standartlastirilmig 6ziitlerin bulunmasini
zorlastirmaktadir (Dragone ve ark., 2019). Bu nedenle, tibbi olarak kontrollii ve kimyasal
olarak standardize edilmis bir kullanim, giliniimiizde kenevir kullanimina y6nelik yasal
bir girigim olabilir.

Kenevir bitkisi genel olarak iki tipe ayrilir. Bunlar fiber tipi ve kanabinoid tipi
olarak adlandirilir. Fiber tipi kenevir bitkisi, uzun boylu ve lifler ve tohumlar i¢in hasat
edilir. Ancak, kanabinoid igerigi oldukca diisiiktiir. Kanabinoid tipi kenevir bitkisi daha
kisa boyludur ve kanabinoid igerigi yiiksektir. Kanabinoidler, bitkinin re¢inelerinde
bulunan kimyasal bilesiklerdir ve kenevir bitkisinin tibbi kullanimi i¢in énemlidir. THC
ve CBD en yaygin kanabinoidlerdir ve THC psikoaktif etkilere sahiptir. Kenevir
bitkisindeki THC seviyesine bagli olarak, bitki endiistriyel kenevir veya marihuana olarak
siiflandirilabilir. Endiistriyel kenevir, THC seviyesi %0,3'ten az olan bitkilerdir ve
endiistriyel amagclar i¢in kullanilirken, marihuana THC seviyesi daha yiiksek bitkilerdir
ve tibbi veya rekreasyonel amaglar i¢in kullanilir (Chen ve Pan, 2021).

Kenevir bitkisinde biyoaktif bilesenler arasinda yaglar, proteinler, kanabinoidler
ve terpenler gibi bilesenler bulunmaktadir. Bu bilesenler hem bilimsel arastirmalarda hem
de iirtin gelistirmede giderek artan bir ilgi gérmektedir (Fathordoobady ve ark., 2019;
Pellati ve ark., 2018). Bu nedenle, kenevir ile ilgili ¢alisma alanlar1 ve kenevir iiretimi
hizla artmaktadir. Ulkemizde de tibbi kenevir iiretimi iizerine 6zellesmis Samsun
Ondokuz Mayis Universitesi (OMU) bulunmakta ve iiniversite biinyesinde bulunan

Kenevir Aragtirma Enstitiisli bu alanda ¢aligmalar yapmaktadir.

1.1.1. Kanabidiol

Kanabidiol, Cannabis sativa bitkisinden elde edilen bir kanabinoiddir ve bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Izzo ve Camilleri 2009). CBD, ilk kez 19401
yillarda kenevirden izole edilmis ve 1963 yilinda kimyasal yapis1 tanimlanmistir (Adams
ve ark 1940, Mechoulam ve Shvo 1963, Mechoulam ve ark 1970). CBD'nin kenevir
icerisindeki miktar1 kenevirin fenotipine, yetisme ortamina ve ekstraksiyon metoduna
gore degisiklik gostermektedir (Potter ve ark 2008, Mehmedic ve ark 2010). CBD,
genellikle kenevir bitkisinin yapraklarindan saflastirilarak elde edilir. CBD’nin molekiiler

yapist Sekil 1.1°de gosterilmistir.



Sekil 1.1. Kanabidioliin molekiiler yapis1 (Mechoulam ve Hanus, 2002)

Kanabidioliin sinir hiicrelerini korudugu ve inflamasyonu azalttigi (Mehmedic ve
ark 2010), ayrica merkezi sinir sisteminde antioksidan, inflamatuvar ve antiapoptik
ozellikleri (Iuvone ve ark 2009) oldugu literatiirde bulunan ¢alismalarda bildirilmistir.
CBD’nin sinir sistemini sakinlestirici etkisi de bulunmaktadir ve Alzheimer, anksiyete,
epilepsi, psikoz gibi sinir sistemi ve inflamasyon hastaliklarinin tedavisinde etkili
oldugunu rapor edilmistir (Cunha ve ark 1980, Hampson ve ark 1998, Zuardi ve ark
2006). CBD'nin sindirim sisteminde bagirsak c¢alismalarini diizenleyerek huzursuz
bagirsak sendromu tedavisinde de aktif olarak kullanimi bildirilmistir (Izzo ve Coutts
2005, Lahat ve ark 2012). Hayvanlar {izerinde yapilan ¢aligmalarda, CBD'nin sindirim
sistemindeki motor aktiviteleri diizenledigi ve kolit olusturulan farelerde bagirsak
inflamasyonunu durdurdugu gézlemlenmistir (Schicho ve Storr 2012).

Yapilan ¢alisma sonuglarina gore, kanabidiol kullaniminin biligsel faaliyetlere,
kalp atis hizina, kan basincina ve viicut 1sisina olumsuz bir etkisi gézlemlenmemistir
(Bergamaschi ve ark 2011). Ayrica, sinir sistemi rahatsizliklarinin tedavisinde diger
ilaclara gore daha hafif yan etkilere sahip oldugu ve bilingsel performans ve hafizaya
olumsuz bir etkisinin olmadig belirtilmistir (Heyser ve ark 1993, Iffland ve
Grotenhermen 2017). Kanabidiol diger kanabinoidlerle birlikte kullanildiginda daha 1yi
sonuglar vermektedir (Jamontt ve ark 2012). CBD ve THC'nin bir arada kullanimu,
multipl skleroz (MS) hastalarindaki agrili durumlarin tedavisi i¢in uygundur (Russo ve
ark. 2007) ve Tiirkiye'de MS hastalig1 tedavisinde %50 CBD ve %50 THC igeren ilaclar
kullanilmaktadir. 2018 yilinda FDA, Lennox-Gastaut sendromu ve Dravet sendromu gibi
epilepsinin agir seyreden ve nadir goriilen iki formunun tedavisinde kullanilmak iizere
CBD igeren "Epidiolex" adli ilact onaylamistir. Nabiksimols isimli bir ilag CBD ve THC
icerir ve mevcut diger tedavilere cevap vermeyen MS’e bagli spastisite tedavisinde

kullanilmaktadir (Koca Caligkan ve Yildirim, 2020).



1.1.2. Kenevir tohumu yag:

Kenevir tohumlar1 binlerce yildir insan beslenmesinde kullanilmaktadir, ancak
son zamanlarda hayvan yemi olarak kullanilmistir. Son zamanlarda kenevir tohumlarinin
ylksek besin degeri kesfedilmis ve insan beslenmesi i¢in yeniden degerlendirilmeye
baslanmistir. Kenevir tohumlarinin bilesimi hakkindaki literatiir ¢alismalar1 hizla artmis
ve fonksiyonel gida bilesenleri ve nutrasotik kaynagi olarak kenevir tohumlarini degerli
bir besin kaynagi haline getirmistir (Farinon ve ark., 2020; Xu ve ark., 2020)

Kenevir tohumu yagi, yumusak bir tada sahip, sarimtirak bir renge sahip ve oda
sicakliginda s1v1 halde bulunan bitkisel kokenli bir yagdir. Yagin organoleptik 6zellikleri,
bitkinin yetistirildigi bolgeye, yagin ekstraksiyon yontemine ve tohumun olgunlagma
durumuna gore degismektedir. Kenevir tohumu yagi, ticari yaglara gore daha diisiik erime
ve kaynama noktalarina sahiptir (Dunford, 2020). Kenevir tohumu yagi besleyici,
terapotik ve biyoaktif 6zelliklere sahiptir. Yagin %80'i coklu doymamis yag asitlerinden
(PUFA) meydana gelmektedir. igeriginde linoleik asit ve a-linolenik asit gibi 6Snemli -
3/®-6 yag asitleri yiiksek oranda bulunmakta olup ®-3:0-6 yag asitlerini korumak i¢in
soguk sikim yontemi tercih edilmektedir (Ustun-Argon, 2019). Bu yag asitleri sayesinde,
kenevir tohumu yag1 metabolik hastaliklarin tedavisinde (kanser, nérolojik bozukluklar,
g6z fonksiyonlari, kardiyoloji vb.) potansiyel uygulama alanlar1 sunar. Kenevir tohumu
yag1 ayrica mineraller, fosfolipitler, karotenoidler gibi bazi bilesikler bakimindan da
zengindir (Lan ve ark., 2019; Mikulcova ve ark., 2017). Kenevir tohumu yag igerisinde,
esansiyel amino asitlerin metabolitleri olarak kabul edilen gamma-linolenik asit (GLA)
ve stearidonik asit (SDA) bulunur. GLA ve SDA, atopik dermatit (egzama) ve bazi cilt
hastaliklarinda semptomlar1 azaltmaya yardimci olmaktadir (Leson, 2003).

Kenevir tohumu yagi, insan viicudunda sentezlenmeyen c¢oklu doymamis yag
asitleri ve esansiyel yag asitleri icerdiginden, giinliik olarak ideal oranda besinler ile
birlikte tiiketildiginde saglik agisindan ¢ok faydalidir. Kanin pihtilagmasi, tansiyon, agri,
6dem, sindirim sistemi, baz1 hormonlarin yapilmasi ve viicut sicakliginin korunmasi gibi
saglik sorunlarii iyilestirmede fayda saglamaktadir. Kenevir tohumu yagi, besin
degerinin yiliksek olmasi nedeniyle gida takviyesi olarak biiylik bir potansiyel
olusturmaktadir (Celebi ve ark., 2017; Garcia ve ark., 2021). Kenevir tohumu yagi,
tasidig1 fenol ve flavonoid igerigi sayesinde yiiksek antioksidan kapasitesine sahiptir
(Cerino ve ark., 2021). Antioksidanlarin, bagisiklig1 giiclendirme ve kanser, kalp hastalig1

gibi hastaliklar1 6nleme yetenekleri mevcuttur (Cadenas ve Davies, 2000).



1.2. Partikiiler Tla¢ Tasiyic1 Sistemlerde Kullanilan Polimerler

Polimerik nanopartikiiller, cok yonlii ilag tagiyicisi olarak kullanilabilen ve ¢esitli
dogal veya sentetik kaynaklardan iiretilebilen nanopartikiillerdir. Ila¢ yiiklii
nanopartikiillerin sentezi ic¢in seg¢ilen polimer o6zellikleri oldukc¢a Onemlidir, ¢iinki
sentezlenecek ilag¢ yiiklii polimerin canli ortamda toksik olmamasi ve canli viicuduna ait
bagisiklik sisteminde immiinojenik etki gostermemesi arzu edilir. Bu nedenle,
biyouyumlu ve biyobozunur polimerler tercih edilir. Ilag tasiyici sistemlerin
formiilasyonlarinda farkli polimerler kullanilabilmektedir ve bu polimerler yapilarina,
parcalanma Ozelliklerine ve kaynaklarma gore farkli sekillerde siniflandirilabilir.
Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan polimerler dogal ve sentetik polimerler
olarak iki kategoriye ayrilir. Polisakkarit veya protein yapili olan polimerlere dogal
polimerler denir (Ozer, 2018).

Dogal polimerler, elde edildikleri kaynaklara gore kendi arasinda tekrar
siiflandirilabilirken, sentetik polimerler yiiksek miktarda firetilebilen, mekanik ve
fiziksel 6zellikleri iiretim esnasinda kontrol edilebilen ve dogal polimerlere gore daha
dayanikli olan polimerlerdir. Ayrica, sekil, yap1 ve biyolojik bozunma hizi1 da kolaylikla
modifiye edilebilmektedir (Armentano ve ark., 2010). Nanopartikiil hazirlamada yaygin

olarak kullanilan baz1 polimerler Cizelge 1.1°de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Nanopartikiil hazirlamada yaygin olarak kullanilan bazi polimerler (Mohanraj ve Chen,
2006; Tungay ve Calis, 1999)

Sentetik polimerler Dogal polimerler
Polikaprolakton Aljinat

Polilaktid Albiimin

Polilaktik-ko-glikolik Jelatin

N- Butil 2 Siyanoakrilat Kitosan

Poli izo Hekzil Siyanoakrilat Kollajen

Poli N-biitil siyanoakrilat Fibrinojen

Poliakrilat LDL (Light density lipoprotein)
Polimetakrilat Nisasta

1.2.1. Polikaprolakton
Polikaprolakton, 1930’larin basinda Carothers grubu tarafindan sentezlenen ilk
polimerlerdendir (Van Natta, 1934). Polikaprolaktonun biyouyumlu ve biyobozunur
olmast ancak ticari olarak yayginlagmasi sentetik polimerlerin mikroorganizmalar
tarafindan bozundurulabileceginin ortaya ¢ikarilmasindan sonra olmustur.
Polikaprolakton, biyolojik olarak parcalanabilen, sentetik, termoplastik, yari

kristal, hidrofobik ve biyouyumlu bir polimerdir (Sinha ve ark., 2004). Molekiil agirlig1
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arttikca kristalinitesi azalir ve molekiil agirligi genis bir aralikta degiskenlik gosterir.
Polikaprolatonun kimyasal yapist Sekil 1.2°de gosterilmistir. Bu 6zelliklere ilaveten
diisiik erime sicakli§ina sahip olmasi ve toksik olmamasi gibi birgok avantaji nedeniyle
Avrupa Ilag Ajans1 (Puga ve ark., 2012) ve ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan
onayli bir polimerdir (Xiang ve ark., 2022; Chandra ve ark., 1998; Okada, 2002; Nair ve
Laurencin, 2007; Dash ve Konkimalla, 2012).

ﬁ

- CH, CH, °‘cH, [

n

Sekil 1.2. Poli(e-kaprolakton) un kimyasal yapisi (McKeen, 2021)

PCL oda sicakliginda 2-nitropropan, benzen, toliien, diklorometan, karbon
tetraklorit, kloroform ve siklohekzanonda yliksek c¢oziiniirliige sahipken 2-biitanon,
aseton, asetonitril, dimetil formamit ve etil asetatta diisiik ¢oziiniirliige sahiptir. Alkol,
dietil eter, petrol eteri ve suda ise ¢dzliinmez (Sinha ve ark., 2004).

PCL, diisiik camst gecis sicakligina (-60°C) ve diislik erime noktasina sahiptir
(60°C). Yiiksek gecirgenligi nedeniyle uzun siireli implante edilebilir cihazlarin
hazirlanmasi ve kontrollii salim ve hedefli ilag iletimi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(McKeen, 2021). PCL’nin doku miihendisliginde ve kontrollii ila¢ salimi ve diger
alanlarda yaygin olarak kullanilmasinin en 6nemli nedenleri hemolize neden olmamasi,
viicutta bulunan trombositlerle ve iyonlarla etkilesime girmemesidir (Sun ve ark., 2019;
Zhang ve ark., 2022; Kang ve ark., 2010; Dorati ve ark., 2018). Bu o6zellikleri PCL’yi1
diger polimerlerden ayirmakta ve 6n plana ¢ikartmaktadir. Ayrica farkli oranlarda bir¢ok
polimerle kopolimer olusturabilmesi ve pek ¢ok etken madde ile uyumlu olmasi kontrollii
ilag salim sistemlerinde ve biyomedikal uygulamalarda PCL’yi cazip kilmaktadir (Brode
ve Koleske, 1972; Vion ve ark., 1986; Pitt ve ark., 1986).

PCL diislik mekanik mukavemete sahiptir ve hidrofobik molekiiler yapida olmasi
bes metilen birimini igermesinden kaynaklanmaktadir. Bu sayede yavas ve uzun bir
bozunma gergeklestirmektedir (He, 2019). PCL’nin bozunma hizi; molekiil agirligina,
kristalinite derecesine ve dis etkenlere baghdir. Birkag giinde ilag salim1 yapabilecegi gibi

bir yil1 askin siire boyunca da ilag¢ salimi yapabilir. Molekiil agirlig: arttik¢a ilag salim



11

stiresi de artmaktadir. Bu yiizden uzun siireli ila¢ salim sistemlerinin tasarlanmasi igin
son derece uygundur. Bozunma sirasinda yiizey erozyonu meydana gelmektedir. ilk énce
amorf kisimlarda parcalanmalar meydana gelir ve buna bagli olarak molekiil agirlig1 sabit
kalirken kristalinite derecesi artar. Daha sonra ester baglarinda kopmalar meydana gelir
ve molekiil agirliginda azalma baslar. Bozunma yiiksek sicakliklarda zincir uglarindan
baslarken diisiik sicakliklarda ise zincir iizerinden rastgele meydana gelir. Ayrica hidroliz
yoluyla veya enzimatik olarak parcalanabilen bir polimerdir. Polimer hidrolizle
parcalanmas1 sirasinda ortaya ¢ikan karboksilik asitler nedeniyle otokatalize olur ve
bozunma hizi artar. Ayni durum parcalanma enzimle katalize edildiginde de gecerlidir
(Sinha ve ark., 2004; Labet ve Thielemans, 2009; Woodruff ve Hutmacher, 2010; Zhang
ve ark., 2014). Bakteri ve mantarlar gibi canlilarin enzimatik aktivitesiyle biyolojik olarak
parcalanan PCL, insan ve hayvan hiicrelerinde parcalanma i¢in gerekli enzimler mevcut
olmadig1 i¢in enzimatik olarak parcalanamaz ve hidrolize maruz kaldir. Bu da

bozunmanin uzun siirede meydana gelmesini saglar (Vert, 2009).

1.3. Ila¢ Sahm Kinetikleri

llaglarin uygun dozlarda ve siirelerde viicuda alinmasini saglamak, yeni salim
sistemleri tasarlamak ve olusturmak, ilaglarin uygun ve istenilen sekilde salinmasini
saglamak, ilaclarin etkin terapotik etkisini ve giivenligini gelistirmek, ilag salim
sistemlerinin gelistirilmesi veya hali hazirdaki bir ilag tagiyici sistemin iyilestirilmesi igin
matematiksel modelleme ve kinetik modellemeler kritik 6nem tagimaktadir (Kizilhan,

2022).

1.3.1. Sifirinci Derece Kinetik Modeli

Etken maddenin derisiminden bagimsiz bir sekilde ayni1 zaman periyotlarinda ayni
miktar etken madde salimi yapan ila¢ salim sistemleri Sifirinc1 derece Kinetik modeline
uyan ila¢ salim sistemleridir (Bruschi, 2015). Sifirinct derece kinetik modeli denklem 1

ile ifade edilmektedir.

Q:= Qo + kot (1)

Q:t: t zamaninda salinan etken madde miktari
Qo: t=0 aninda bulunan etken madde miktar1

ko: Sifirinct derece salim hiz sabiti
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t: Zaman
Denklem 1°de yer alan sifirinct derece salim hiz sabiti (ko) salinan etken madde

miktarinin zamana kars1 grafige gecirilmesi ile olusan dogrunun egiminden elde edilir.

1.3.2. Birinci Derece Kinetik Modeli
Salinan etken madde miktarinin etken madde derisimine bagli oldugu salim
sistemleri Birinci Derece modele uyan ilag salim sistemleridir ve denklem 2 ile ifade

edilmektedir (Padmaa ve ark., 2018).

InQ:¢ = InQo + K.t (2)

Q:t: t zamaninda salinan etken madde miktari

Qo: t=0 aninda salinan etken madde miktar1

Ki: Birinci derece salim hiz sabiti

t: Zaman

Denklem 2’de yer alan birinci derece salim hiz sabiti (K1) InQ¢’ye kars1 zaman

grafigi ile olugsan dogrunun egiminden elde edilir.

1.3.3. Higuchi Kinetik Modeli

Higuchi tarafindan 1961 yilinda homojen veya heterojen matris sistemlerden
etken madde salimimi agiklamak icin ortaya konulan ilk matematiksel modeldir ve
homojen matris sistemler i¢in Higuchi Modeli denklem 3 ile ifade edilmektedir (Higuchi,

1963).

Q = A./D(2C — Cs).Cs.t (3)

Q: t zamaninda birim yliizey alanindan salinan etken madde miktari
A: Ilag tasiyicya ait yiizey alan1

C: Matris igerisindeki baslangi¢ etken madde derisimi

Cs: Matris igerisindeki etken madde ¢oziintirligi

D: Matris icerisindeki etken madde difiizyon katsayisi

t: Zaman
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1.3.4. Hixson-Crowell Kinetik Modeli
Hixson-Crowell salim kinetigi modeline gore salim hizi parcaciklarin yiizey
alaniin hacminin kiip kokii ile orantilidir ve partikiillerin yiizey alanindaki degisimiyle

meydana gelen etken madde salimimi agiklamaktadir. Hixson-Crowell salim kinetik

modeli denklem 4 ile ifade edilmektedir (Bruschi, 2015).

W01/3 _ Wt1/3 =K.t (4)

Wo: Etken maddenin farmasotik dozaj formundaki baglangi¢ miktari
Wi t zamaninda farmasdétik dozaj formunda kalan etken madde miktari
t: Zaman

K: Yiizey-hacim iligkisini olusturan sabit

1.3.5. Korsmeyer-Peppas Kinetik Modeli

Korsmeyer ve arkadaslar1 tarafindan polimerik sistemlerde meydana gelen etken
madde salimini tanimlayan esitlik modeli denklem 5 ile ifade edilmektedir (Mauger,
1986). Etken madde salimi difiizyonla beraber polimerik yapimin bozunmas: ile
gergeklesiyorsa;

M / M, = kt” (5)

M¢M.: t zamaninda salinan etken madde fraksiyonu

k: Salim hiz sabiti

n: Salim kuvveti

t: Zaman

Salim kuvveti n, ¢esitli geometrilere sahip matrislerde meydana gelen farkli salim
mekanizmalarin1 ifade etmektedir. n degerinin 0,5 oldugu durumlarda etken madde
salimmnin  Fickian diflizyonuna wuyarak gergeklestigi goriilmiistiir. n degerinin
0,45<n<0,89 araliginda oldugu durumunda etken madde saliminin Fickian difiizyonuna
uymayan difiizyonla meydana geldigi, n degerinin 0,89 veya bu degerden daha biiyiik
oldugu durumlarda ise etken madde salimi II. durum ya da siiper II. durum mekanizmalari
ile gergeklestigi goriilmektedir (Padmaa ve ark., 2018). ‘n’ degerine bagimli salim

mekanizmalar1 Cizelge 1.2.’de gosterilmistir.
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Cizelge 1.2. Korsmeyer—Peppas denkleminde bulunan n degerine gore salim mekanizmalari (Dash, 2010)

Salim Kuvveti (n) Etken Madde Tasima Hiz
Mekanizmasi
0,5 Fickian Diflizyonu 03
0,45<n<0,89 Fickian Olmayan Difilizyon !
0,89 II. Durum Sifirinc1 derece salim
0,89 <

Siiper II. Durum !
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Nanopartikiill Hazirlama Yontemleri

Ilag enkapsiile nanopartikiillerin hazirlanmas1 i¢in ¢ok g¢esitli ydntemler
mevcuttur. Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda siklikla kullanilan yontemler
emiilsifikasyon-¢oziicii  buharlastirma, emiilsifikasyon-¢oziicii  difiizyonu, c¢oklu
emiilsiyon-¢dziicii buharlastirma, ¢oklu emiilsifikasyon-¢éziicii difiizyonu, Iyonik
jelasyon, kontrollii desolvasyon, diyaliz membran, nanopresipitasyon ve tuzla

¢oktiirmedir (Ozer, 2018).

2.1.1. Emiilsifikasyon ¢oziicii buharlastirma teknigi

Emiilsifikasyon ¢6zilicii buharlagtirma yontemi 1981 yilinda Gurny ve ekibi
tarafindan kesfedilen polimerlerden dogrudan nanopartikiil hazirlamak i¢in kullanilan en
eski yontemdir (Gurny ve ark., 1981). Bu yontemde, polimer ve ilag 6nce ugucu ve su ile
karigmayan bir ¢oziiclide (6rnegin, diklorometan, kloroform, etil asetat) ¢oziiniir. Daha
sonra, siirfaktan igeren sulu bir fazda (6rnegin, poli vinilalkol, poloksamer gibi
surfaktanlar igeren bir fazda) emiilsifiye edilir. Emiilsifikasyon islemi, yag/su
nanodamciklarinin  yiiksek enerjili homojenizatér veya sonikatér kullanilarak
olusturulmasiyla gerceklesir. Nanodamciklar daha sonra organik c¢oziicii karistirici
yardimiyla oda sicaklifinda veya vakum altinda ucurulur ve bdylece nanopartikiiller
¢oker (Crucho ve Barros, 2017). Bu yontem yiiksek enkapsiilasyon verimliligi saglar.
Ancak, polimer fazinda lipofilik ilaglar ¢oziindiiriilebildiginden, hidrofilik ilaglar
enkapsiile edilecekse su fazinda ¢oziindiiriilmeleri gerekmektedir (Grabnar ve Kristl,

2011).

2.2. Nanoemiilsiyon

Emiilsiyonlar, birbiri igerisinde karismayan en az iki sivinin birbirleri i¢inde
damlaciklar halinde dagilmasi sonucu olusan heterojen sistemlerdir. Bu sistemler, bir
hidrofilik ve bir lipofilik fazdan olusurlar ve i¢ ve dis faz olarak adlandirilirlar. Dig faz,
siirekli bir fazdir ve i¢ faz1 damlaciklar seklinde tasir (ilyasoglu ve El, 2010).
Nanoemiilsiyonlar ise birbirleriyle karigmayan iki sivi fazdan biri nanoboyutlu
damlaciklar seklinde bulunurken (dagilmis faz) diger faz ise bagka bir siv1 fazda (stirekli
faz) bulunur. Nanoemiilsiyonlar, bir emiilsifiyer kullanilarak bir apolar yag fazi ve bir
polar sulu fazin karistirilmast ile olusur. 11k olarak, daha biiyiik damlaciklarin olusturdugu

makroemiilsiyon (kaba emiilsiyon) meydana gelir ve ikinci basamakta bu
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makroemiilsiyon nanodamlaciklara boliiniir (Gurpret ve Singh, 2018). Damlaciklarin
deformasyonu ve pargalanmasi, araylizey alanini ve araylizey enerjisini 6nemli Olciide
artirir. Bu nedenle, nanoemiilsiyonlarin olusumu kendiliginden gelisigiizel gerceklesmez
ve enerji ihtiyaci gerektirir. Emilsifiyerlerin gorevi, iki karismayan faz arasindaki
araylizey gerilimini azaltmak ve damlaciklar1 pargalamak i¢in gerekli kesme kuvvetini
azaltmaktir (Tadros, 2014). Ayrica, yeni olusan damlaciklarin yiizeyinde adsorbe olan
emiilsiyonlayicit molekiilleri, komsu damlaciklar arasinda bir fiziksel bariyer olusturarak
onlar1 stabilize eder ve iki damlacigin birbiri ile birlesmesini 6nler (Tadros ve ark., 2004).
Emiilsifiyerlerin damlaciklar1 stabil hale getirme yetenegi, amfifilik yapisindan
kaynaklanmaktadir. Emiilsifiyer molekiilleri, kuyruk ve kafa bolgesi olarak adlandirilan
hidrofobik ve hidrofilik gruplari icerir. Yagin su icinde (o/w) dagildig: bir emiilsiyona
emiilsifiyer molekiilleri eklendiginde, kuyruklar yag damlaciklarina dogru uzanirken
kafalar1 siirekli faz yoniinde disartya dogru yonlendirirler. Ters (su i¢inde yag, w/o)
nanoemiilsiyonlarda ise emiilsifiyer molekiillerin yonelimi tersine gevrilir. Polar olmayan
kuyruklar disariya, polar kafalar ise su damlaciklarinin merkezine dogru yonlendirilir.
Yag icindeki su emiilsiyonlar1 siradan emiilsiyonlar olarak adlandirilirken (Goodarzi ve
Zendehboudi, 2018), su i¢indeki yag emiilsiyonlar1 ters veya invert emiilsiyonlar olarak
adlandirilir. Emiilsiyon, bagka bir siirekli faza daha fazla dagildiginda, ¢oklu emiilsiyon
veya emiilsifiye edilmis emiilsiyon olarak adlandirilir. Ornegin, yag-su-yag (o/w/o)
emiilsiyonu, siirekli yag fazinda asili daha biiyilik su damlaciklarinda dagilmis kiiciik yag

damlaciklarindan olusan bir ¢oklu emiilsiyondur.

e »
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Sekil 2.1. Amfifilik emiilsifiyerlerle stabilize edilmis nanoemiilsiyon damlaciklarinin gosterimi A) yag
iginde su fazi (w/o0) ve B) su iginde yag fazi (o/w) (Kupikowska-Stobba ve Kasprzak, 2021)
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Nanoemiilsiyon hazirlama yontemleri, yiiksek enerjili yontemler ve diisiik enerjili
yontemler olmak {izere iki ana gruba ayrilir. Yiiksek enerjili yontemler, dagilmis fazi
nanodamlaciklara ayirmak icin yiiksek kesme kuvvetleri kullanir (Maali ve Mosavian,
2013). Diisiik enerjili yontemlerde ise nanodamlacik olusumu igin gerekli enerji,
emiilsiyon bilesenlerinin kimyasal potansiyelindeki degisikliklerden kaynaklanir ve bu
degisiklikler, yag-su karistminin bilesimi veya sicakligindaki degisimler tarafindan
tetiklenir. Yiiksek enerjili yontemlerde kullanilan cihazlar, rotor stator yiiksek hizli
homojenizasyon, mikrofluidizerler ve ultrasonik cihazlardir. Yiiksek enerjili ve diisiik

enerjili nanoemiilsifikasyon yontemleri Cizelge 2.1'de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Diisiik enerjili ve yiiksek enerjili nanoemiilsifikasyon iiretim yontemleri

Diisiik Enerjili Nanoemiilsifikasyon Yiiksek Enerjili Nanoemiilsifikasyon
Kendiliginden Nanoemiilsifikasyon Metodu Rotor Stator Yiiksek Hizli Homojenizasyon
Coziicii Cokeltme YoOntemi Mikrofliiidik Sistemler

Kabarcik Patlama Y6ntemi Ultrasonik Homojenizasyon

Gegigsel Faz Inversiyon (TPI)
Katakstrofik Faz Inversiyon (CPI) Yontemi

2.2.1. Ultrasonikasyon

Ultrasonikasyon, nanoemiilsiyon iiretimi i¢in en yaygin kullanilan yontemlerden
biridir. Ultrasonik homojenlestirme yontemi yiiksek frekansli ses dalgalarini (20 kHz ve
tizeri) kullanarak calisir ve dogrudan nanoemiilsiyon olusturmak ya da olusturulmus bir
emiilsiyonun boyutunu kii¢liltmek icin kullanilir (Singh ve ark., 2017). Ultrasonik
cihazlar, yiiksek enerjili ultrasonik dalgalar iireten giic kaynagi ve bir piezoelektrik
probtan olusur. Kaba bir emiilsiyon ultrasonik isleme maruz kaldiginda, ses dalgalari
mekanik titresim ve akustik kavitasyon olusturarak ytliksek basing ve tiirbiilans olusturur.
Bu islem, kavitasyon ile kabarcik meydana getirir ve damlaciklari nanodamlaciklara
boler. Ultrasonik yontemle nanoemiilsiyon hazirlanmasi Sekil 2.2°de gosterilmistir. Bu
yontemde nano damlacik boyutunu belirleyen faktorler ultrasonik dalgalarin amplitiidii
(genligi) ve ultrasonik islem siiresidir. Uzun siire ultrasonik islem, damlacik boyutunu
azaltirken enerji girdisinde bir artisa neden olur. Ultrasonik, diger yiiksek enerjili
emiilsifikasyon yontemlerine gére nanoemiilsiyon olusturmak i¢in en az enerji gerektiren
yontemdir. Ayrica, ylizey aktif madde kullanmadan nanoemiilsiyon olusturmayi da

miimkiin kilar (Kupikowska-Stobba ve Kasprzak, 2021).
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Sekil 2.2. Ultrasonikasyon yontemiyle nanoemiilsiyonun hazirlanmasi (Singh ve ark., 2017)

Yiiksek enerjili yontemlerin en biiyiik avantajlarindan biri, ¢ok yonliiliikleridir ve
hemen hemen her bilesimdeki yag-su karisimlarindan nanoemiilsiyonlarin etkili bir
sekilde tiretilebilmesidir. Homojen bir yag fazinin sulu faza mekanik karistirma yoluyla
eklenmesiyle kaba bir emiilsiyon hazirlanir ve daha sonra farkli genliklerde ultrasonik
isleme tabi tutulur. Ultrasonik islem, diger yiiksek enerjili yontemlerden daha az enerji
harcayan bir yontemdir. Bu yontemler, yiizey aktif madde igermeyen neredeyse herhangi
bir bilesimdeki yag-su karisimlarindan nanoemiilsiyonlarin etkili bir sekilde iiretilmesine
izin verir. Bu metodun dezavantajlar1 ise homojenizatorlerin yliksek maliyetleri ve
homojenizator ylizeylerindeki emiilsiyonlarin siirtlinmesi ile ortaya c¢ikan biiyiik
miktardaki 1sidir, bu da cithazin ¢aligmasi sirasinda sogutma ihtiyacini ortaya cikartir.
Homojenizasyon sirasinda olusan 1s1, proteinler ve niikleik asitler gibi termosensitif
bilesikleri iceren nanoemiilsiyonlarin olusturulmasini1 engellemektedir. Yiiksek enerjili
nanoemiilsifikasyonun bagka bir dezavantaji ise nisasta, metilseliiloz ve kitosan gibi
ylksek molekiil agirlikli bilesiklerin par¢alanmasi ve bozunmasidir. Bu da molekiil
agirliginin azalmasina ve viskozite veya bozunma hizi gibi 6zelliklerinde degisikliklere

neden olur (Kupikowska-Stobba ve Kasprzak, 2021).

2.2.2. Rotor stator yiiksek hizli homojenizasyon
Rotor stator terimi, belirli bir tasarimi degil, bir dizi mikser geometrisini ifade eder
(Hékansson, 2018). Rotor Stator yiiksek hizli homojeniztorler birkag farkli iiretici

tarafindan tiretilmektedir ve her birinin kendine 6zgii tasarimi1 vardir. Rotor stator yiiksek
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kesmeli homojenizasyon yontemi, nanoemiilsiyonlar olusturmak i¢in kullanilan bir
yontemdir (Anton ve ark., 2008). Bu yontemde, organik bir fazin i¢ine emiilsifiyer faz1
eklenir ve Ultra-Turrax cihazi kullanilarak yiiksek hizda karistirilir, bdylece nanoboyutta

damlaciklar olusur.

Sekil 2.3. Ultra-Turrax homojenlestiricinin rotor/stator diizeninin karistirma mekanizmasi (Sand Chee ve
Jawaid, 2019)

Homojenizasyon odasindaki bozucu kuvvet, yiiksek hizli homojenizatorlerin
donen rotoru ile stator arasindaki dar agiklikta yiiksek basing altinda olusturulmaktadir.
Ayrica, kesici jetlerin ¢arpigmasi sonucu kayma kuvvetleri olusmaktadir. Hidrolik kesme,
yogun tiirbiilans ve kavitasyon kuvvetleri, emiilsiyonlar1 nano boyutlu damlaciklara
parcalar. Damlacik boyutu istenen seviyeye gelene kadar, damlacik parcalanmasi ve

stabilizasyon adimlar1 birkag kez tekrarlanir (Kumar ve ark., 2019).

2.3. Literatiir Calismalan

Byun ve arkadaslar1 2011 yilinda yaptiklar1 calismada, antioksidan 6zellikteki a-
tokoferoliin kontrollii salimin1 saglamak i¢in a-tokoferol enkapsiile poli e-kaprolakton
nanopartikiilleri sentezlemislerdir. Nanopartikiilleri, ultrasonikasyon teknigi ve
emiilsiyon buharlastirma yontemi kullanilarak hazirlamiglardir. Bu ¢alismada, birincil
emiilsiyon olusturmuslar ve sonrasinda organik ¢oziiciiniin buharlastirilmasi ile polimerik
nanopartikiiller elde etmislerdir. Ayrica farkli PCL konsantrasyonu ve farkli
ultrasonikasyon siiresinin nanopartikiil 6zellikleri iizerindeki etkileri incelemislerdir.
Duncan'in ¢oklu aralik testi ile hesapladiklar1 yiizde kapsiilleme verimliliginin
ultrasonikasyon siiresi arttik¢a kapsiilleme verimliliginin ve nanopartikiil boyutunun
azaldigim1 gozlemlemislerdir. Yapilan morfoloji ve karakterizasyon ¢alismalari

sonucunda nanopartikiillerin boyut dagilimi, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli
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strastyla 203,6 nm, 0,183 ve -21,7 mV olarak bulunmustur. Bu sonugclar, hazirlanan
nanopartikiillerin kiiclik, homojen ve kararli oldugunu gostermektedir. Tokoferol,
nanopartikiillere basariyla yiiklenmis ve %75,5 yiikleme verimi elde edilmistir.
Nanopartikiillerin sekli taramali elektron mikroskobu goriintiileriyle belirlenmis ve
yaklasik olarak kiiresel morfolojiye sahip olduklari goriilmiistiir. Fourier doniistimlii
kiz1l6tesi spektroskopi analizi, nanopartikiillerde hem uzun zincirli a-tokoferol hem de
PCL'nin varligin1 dogrulamiglardir. Yaptiklari in vitro salim ¢alismalarinda, a-tokoferol
yluklii PCL nanopartikiillerinin 5 giin boyunca kontrollii salim sagladigi ve 5 giin sonunda
%75 oraninda a-tokoferol salimi oldugu goriilmiistiirler. Sonug olarak bu ¢alisma ile a-
tokoferol enkapsiile PCL nanopartikiilleri ilag¢ tasiyici sistem olarak kullanilabilir
oldugunu ve kontrollii ilag salim1 potansiyeline sahip oldugunu tespit etmislerdir (Byun
ve ark., 2011).

Guerreiro ve arkadaslarinin 2012 yilinda yayimlanan ¢aligsmalarinda amilin adli
insiilin salgilayan pankreas hormonunun diisiik ¢6ziiniirliigli ve amiloid agregasyona
yatkinlig1 nedeniyle terapotik kullanimini artirmak i¢in kontrollii salim teknolojilerinin
gelistirilmesi  amaciyla, emiilsiyon-¢Oziici ~ buharlasma  yontemi  kullanarak
ultrasonikasyon ile yaklasik 200 nm boyutunda ve diisiik polidispersite indeksine sahip,
%80 kapsiilleme verimi ve %90 reaksiyon verimi olan amilin proteinini yiiklii PCL
nanopartikiiller elde etmislerdir. Elde edilen nanopartikiillerin in vitro olarak 240 saat
boyunca kontrollii bir salim sergiledigini gostermislerdir. Ayrica, yapilan in vivo
calismasinda farelere subkutan olarak uygulanan nanopartikiillerin farmakolojik
degerlendirmesi yapilmistir. Bu degerlendirme sonucunda, salinan insan amilinin
biyoaktivitesi ve etkinligi azalmis glisemiye yol acarak en az 36 saat boyunca devam
ettigini tespit etmislerdir. Elde edilen bu sonuglar, insan amilinin terapétik kontrollii ve
stirekli salimi1 i¢in sinirl bir pargacik sisteminin kullanim potansiyelini gostermektedir
(Guerreiro ve ark., 2012)

Abamor'un 2018 yilinda gergeklestirdigi calismada, Leishmaniasis (Laysmanyaz)
hastaliginin tedavisi i¢in yeni bir yaklasim olarak dogal bir polifenolik flavonoid olan
kuersetin  yiiklii ~ Polikaprolakton = Nanopartikiillerinin ~ kullanim1  incelemistir.
Leishmaniasis, parazitik bir hastaliktir ve bu hastaligin tedavisi i¢in mevcut olan ilaglar
genellikle yiiksek yan etki riski tasimaktadir. Kuersetin enkapsiile PCL nanopartikiiller
elde etmek icin tek emiilsiyon c¢oziicii buharlagtirma yontemi ile %80 genlikte
ultrasonikasyon kullanilarak sentezi gerceklestirmis ve sentezlenen nanopartikiillerin

karakterizasyonunu ve L. infantum parazitleri iizerindeki in vitro antileishmanial
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etkinligini analiz etmistir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi kullanilarak
Quercetin'in yiiklenmesi dogrulamistir. Nanopartikiillerin karakterizasyonu ise, Fourier
dontistimlii kizilotesi spektroskopisi, taramali elektron mikroskopisi ve dinamik 1s1k
sacilmas1 yontemleriyle yapilmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyonu
sonucunda ortalama boyutu 380 nm, zeta potansiyeli -6,56 mV ve PDI degeri 0,21 olarak
belirlen kuersetin yiiklii nanopartikiiller sentezlendigini tespit etmistir. Kuersetin
yiiklenme etkinligi %64 ve reaksiyon verimliligi %55 olarak hesaplamis ve 192 saatlik
salim kinetiginde inkiibasyon sonrasinda, nanopartikiillerin kuersetin salimini1 %358 olarak
tespit etmistir. Sentezlenen kuersetin yiilii nanopartikiillerin L. infantum promastigotlari
ve amastigotlart lizerindeki ICso degerleri sirasiyla 86 ve 144 pg/mL bulmustur. Bu
veriler, kuersetin yiiklii nanopartikiillerin L. infantum parazitleri lizerinde giiclii bir
antileishmanial etkinlige sahip oldugunu gdstermistir (Abamor, 2018).

Abamor ve arkadaglar1 2018 yilinda Nigella sativa yagi igeren poli-e-kaprolakton
nanopartikiilleri tek emiilsiyon ¢0ziicli buharlagtirma yontemi %80 genlikte
ultrasonikasyon kullanilarak sentezlemis ve 50, 100, 150 ve 200 mg dozlarda nigella
sativa yag1 iceren PCL nanopartikiiller elde etmis ve bu partikiillerin Leishmania
infantum promastigotlar1 ve amastigotlar1 iizerindeki antileishmanial etkinliklerini
incelemistir. Yapilan karakterizasyon sonucunda nanopartikiillerin boyutlar1 200 ile 390
nm arasinda degistigini tespit etmis, kapsiilleme verimini %80 ile %98 aralifinda
oldugunu ve yaptig1 288 saatlik in vitro salim kinetiginde yaklasik %85 salim yaptigini
hesaplamistir. Elde edilen Nigella sativa yag: ylklii PCL nanopartikiillerin L. infantum
promastigotlart ve amastigotlar1 {lizerinde Onemli antileishmanial etkileri oldugunu
gostermistir (Abamor ve ark., 2018).

Mahmoudi ve arkadaglar1 2021 yilinda Alzheimer hastalig1 tedavisinde onayli bir
ilag olan memantin etken maddesini polikaprolakton ile enkapsiile nanopartikiil elde
ederek ilacin daha iyi emilim saglamasini ve ilacin yan etki riskini azaltmay1
amaglamislardir. Memantin, Alzheimer hastali§inin tedavisinde kullanilan bir N-metil-
D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistidir. Memantin enkapsiile PCL nanokapsiilleri
arayiizey biriktirme ve ¢ift emiilsiyon ¢6ziiclii buharlastirma yontemi kullanarak
hazirlamiglardir. Hazirlanan nanokapsiillerin boyutu, yiizey yiikii, yiiklenme verimi, ilag
salim1 ve morfolojisi gibi 6zellikleri karakterize etmislerdir. Yiizey ytiiki, zeta potansiyeli
Olctimii ile belirlenmistir. Yiklenme verimi, spektrofotometrik yontem kullanilarak
hesaplanmistir. Ilag salimi testleri, in vitro kosullarda gergeklestirilmistir. Yapilan

caligmalar sonucunda, memantin yiiklii polikaprolakton nanokapsiillerinin boyutlarinin
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ortalama olarak 184,3 nm oldugu bulunmustur. Yiiklenme verimi %61,2 ve ilag salimi
%75 olarak tamamlanmistir. Ayrica, nanokapsiillerin yiizey yiikii de -25,6 mV olarak
Olclilmiistiir. 40 giin boyunca yaptiklar1 fizikokimyasal stabilite ¢alismalarinda,
nanopartikiillerin herhangi bir agregasyon olmaksizin ¢ozeltide stabil oldugunu
gormiislerdir. Yaptiklar1 bu ¢aligma sonucunda memantin yiiklii PCL nanopartikiillerin
Alzheimer hastalig1 i¢in kullanilabilecek umut verici bir sistem oldugunu gormiislerdir
(Mahmoudi ve ark., 2020).

Nawaz ve arkadaslarmin 2021 de yaptig1r ¢alismada, yanik yara ve farkl cilt
bozukluklarinin iyilestirme uygulamalar1 icin akriflavin (acriflavine) enkapsiile
polikaprolakton nanopartikiillerinin gelistirilmesi ve optimizasyonunu amag¢lanmiglardir.
Akriflavin enkapsiile PCL nanopartikiillerin optimizasyonu i¢in Box-Behnken tasarimi
kullanmiglardir. Akriflavin saglik sektoriinde siklikla kullanilan antimikrobiyal bir
maddedir. Akriflavin enkapsiile PCL nanopartikiilleri mekanik homojenlestirici
kullanarak ¢oziicli uzaklastirma yontemiyle elde etmisler ve formiilasyonlarin
optimizasyonu i¢in 15 farkli deneyle Box-Behnken tasarimini yiiriitmiislerdir. Box-
Behnken tasarimi PCL konsantrasyonu, akriflavin konsantrasyonu ve PVA
konsantrasyonu ile 3 faktorli olarak tasarlanmistir. Bu tasarim matrisi sayesinde
minimum sayida deneyle optimum optimizasyonu hesaplamayr amaglamis ve PCL
miktar, dis fazin karistirma hizi ve PVA konsantrasyonunun partikiil boyutu,
polidispersite indeks ve kapsiilleme verimliligi {izerine etkilerini degerlendirmislerdir.
Yapilan calismalar sonucunda, Akriflavin enkapsiile PCL nanopartikiillerinin boyutu,
PCL konsantrasyonu, akriflavin konsantrasyonu ve PVA konsantrasyonu ile iligkili
olarak degistigi goriilmiistiir. En iy1 sonuglar, PCL konsantrasyonu %1,0 (w/v), akriflavin
konsantrasyonu %0,2 (w/v) ve PVA konsantrasyonu %1,5 (w/v) olarak belirlenmistir.
Optimize edilmis akriflavin yiiklii poli e-kaprolakton nanopartikiillerin zeta potansiyeli,
PDI, partikiil boyutu ve kapsiilleme verimliligi sirasiyla -3,98 mV, 0,270, 469,2 nm ve
71,9% olarak bulmuslardir. Sonug olarak Box-Behnken tasarimi kullanarak nanopartikiil
formiilasyonlariin optimize edilmesi, ilag teslim sistemlerinin gelistirilmesinin 6nemi
gdz Oniine serilmis ve kriflavin yiikli polikaprolakton nanopartikiillerinin yanik
yaralarinin tedavisi icin bir potansiyel tedavi yoOntemi olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir (Nawaz ve ark., 2021).

Javaid ve arkadaslari, 2021 yilinda sefotaksim adli antibiyotik ilacin kontrollii
salimin1 saglamak amaciyla polikaprolakton temelli polimerik nanopartikiillerin

gelistirilmesi ve karakterizasyon c¢alismalarini  yapmuslardir. Sefotaksim, genis
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spektrumlu bir beta-laktam antibiyotiktir ve birgok bakteriyel enfeksiyonun tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu c¢alismada sentezledikleri sefotaksim enkapsiile PCL
nanopartikiillerin antifouling 6zellikleri ve in vitro ila¢ salim uygulamalarindaki etkinligi
degerlendirilmistir. Baglangicta, sefotaksim enkapsiile PCL nanopartikiillerinin sentezi
emiilsiyon c¢ozeltisi polimerizasyonu (ECP) yontemiyle yapilmigtir. Bu yontem
sayesinde, ila¢ molekiilleri polimer matris igerisine homojen bir sekilde dagitilmis ve
istenen boyutta nanopartikiiller elde edilmistir. Sentezlenen bos ve ila¢ yikli
nanopartikiillerin ortalama boyutlar1 sirastyla 200 nm ve 216 nm, ilgili yiikleri ise -16,8
mV ve -11,2 mV olarak hesaplanmistir. Sefotaksim enkapsiile PCL nanopartikiillerin in
vitro ilag salim profilleri pH 5,5 ve pH 7,4 olmak tizere 2 farkli pH degerinde incelenmis
ve uzun siireli salim goézlemlenmistir. Ilag salim oranlarmin pH ve sicaklik gibi ¢evresel
faktorlere bagli olarak degiskenlik gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica, saliverilen ilacin
miktar1 ve hizi, nanopartikiil boyutu ve ila¢ yiikleme verimliligi ile de dogrudan
iligskilendirilmistir. Antifouling aktivitesi, Gram pozitif Staphylococcus aureus ve Gram
negatif Escherichia coli olmak tizere iki bakteri susuna karsi1 gozlemlenmis ve sefotaksim
yuklii PCL nanopartikiillerin topikal ilag¢ iletim sistemleri ve cilt uygulamalar1 i¢in umut

verici bir aday olabilecegini gdstermislerdir (Javaid ve ark., 2021).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan kimyasallar

Kanabidiol (>98%)(Cayman), Metanol (Merck, chromatography grade), Poli-¢-
Kaprolakton (Mw: 14 000, Sigma Aldrich), Poli-e-Kaprolakton (Mw: 45 000, Sigma
Aldrich), Poli-e-Kaprolakton (Mw: 80 000, Sigma Aldrich), Polivinil alkol (Mw: 30 000—
70 000) (Sigma Aldrich), Diklorometan (for analysis, Merck), Asetonitril (HPLC grade,
Sigma-Aldrich), Fenolftalein (Merck), Tween®80 (Sigma Aldrich), Kloroform (Carlo
Erba), Glasiyel asetik asit (Merck), Disodyum hidrojen fosfat (Merck), Jelatin (200
Bloom, Seljel A.S.), Phosphate Buffered Saline (Invitrogen), Etanol (Merck,
chromatography grade), Aseton (Tekkim), n-heptan (Merck), Dietil eter (Chemlab),
Nisasta (starch soluble, Merck), Potasyum Hidroksit (Afg Bioscience), Potasyum iyodiir
(Honeywell-Fluka), Sodyum Kloriir (Sigma Aldrich), Sodyum Tiyosiilfat (Afg
Bioscience), Hidroklorik asit (Isolab), Sodyum dihidrojen fosfat (Sigma Aldrich), RPMI
1640 (L-Glutamine, Lonza), DMEM (1 g/l Glucose with L-Glutamine, Lonza),
Gentamycin (Sigma Aldrich), FAME Mix (Supelco 37 Component, Sigma Aldrich), Fetal
Bovine Serum (Heat-Inactivated European Grade, Biological Industries), Gliserin
(Bitkisel %99.7, Evyap), Nile Red Floresans boya (Sigma Aldrich), XTT (Cell

proliferation kit, Sartorius).

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Ultra-Turrax (IKA® T25 D Ultra-Turrax), Ultrasonik homojenlestirici (Bandelin
GM 3200, 200 W, 20 kHZ, KE 76 prop), Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(Prominence LC-20 AD, Shimadzu), Santriftij (NF800R, Niive), Ultrasonik banyo (180 W,
ISOLAB Laborgerite GmbH), Gaz Kromatografisi (GC 2010 Plus, Shimadzu), inkiibaérlii
calkalayict (Unimax 1010 & Incubator 1000, Heidplph Persia), UV/Vis Spektrometre
(Multiskan SkyHigh Microplate UV/Vis Spectrophotometer, Thermofisher), Alan
Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu (GeminiSEM 500, ZEISS), Diferansiyel
Taramal1 Kalorimetri (Setaram, Labsys Evo), Floresans mikroskop (BAB-TAM-F, BAB),
Fourier Doniisiimii Kizil6tesi Spektroskopisi (IRTracer-100, Shimadzu), Disintegration
Tester (Logan DST-3/6, Logan Instruments), Hassas terazi (Explorer EX224/AD, Ohaus),
Ultra safsu cihazi (Millipore UV Water Purification, Merck), Liyofilizatér (Hypercool HC-
4110, Gyrozen), Zeta Sizer (Nanoplus 3, Micromeritics), Manyetik karistirict (MSH-20A,
Daihan), Vorteks (MaXshake VM30, Daihan).
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3.2. Yontem
3.2.1. PCL nanopartikiillerinin 6n formiilasyon ¢calismalar

Uretim igin en uygun boyuttaki PCL nanopartikiillerin elde edilebilmesi igin
¢Oziicii buharlagtirma teknigi ile farkli molekiil agirligina sahip (14 000, 45 000 ve 80 000
MA) polikaprolakton ¢esitleri kullanildi. Coziicii buharlagtirma tekniginin ilk asamasinda
150 mg polimer oda sicakliginda 5 mL diklorometan i¢inde ¢oziindiiriilerek yag fazi (O)
elde edildi.

Dis sulu faz (W) olarak kullanilmak tizere PVA ¢ozeltisi (%0,5) 5 g PVA 1000
mL'lik balon jojeye alind1 ve deiyonize su ile 1000 mL’ye tamamlandi. PVA ¢ozeltisi, 60
°C'de 45 dakika boyunca manyetik karistiricida ¢oziindiiriilerek hazirlandi. 50 mL PVA
cozeltisine yag faz1 2,5 mL/dk akis hacminde 3500 rpm karistirma hizinda eklendi ve
Ultra-Turrax (IKA® T25 D Ultra-Turrax) i¢in 25000 rpm’de ve ultrasonik
homojenlestirici (Bandelin GM 3200, 200 W, 20 kHZ, KE 76 ug) i¢in 5 dakika siireyle
%72 genlikte homojenize edildi. Elde edilen ¢ozelti, organik ¢oziiclinlin uygun sekilde
buharlagsmasina ve nanopartikiillerin sertlesmesine izin vermek i¢in manyetik
karistiricida oda sicakliginda 3 saat boyunca 600 rpm’de siirekli karistirildi. Nanopartikiil
olusumu sadece ikinci asamada meydana geldiginden, ikinci asama boyut belirleme
asamas1 olarak kabul edilmektedir (Igbal ve ark., 2014). Farkli molekiil agirligina sahip
PCL plasebo nanopartikiil elde parametreleri Cizelge 3.1°de verildi. Olusan partikiiller
9000 rpm’de santrifiij edilerek geri kazanildi. Elde edilen nanopartikiillerden PVA’y1
uzaklastirmak i¢in pelet deiyonize su ile 3 kez yikanarak siipernatan uzaklastirildi. Son
olarak nanopartikiiller depolama sirasinda polimer hidrolizini 6nlemek i¢in -80 °C’de 24

saat dondurularak ve liyofilizatérde kurutuldu.

Cizelge 3.1. Farkli molekiil agirligina sahip PCL plasebo nanopartikiil elde parametreleri

PCL Ma Homojenizator PCL (mg) % Amp/Rpm PVA (a/h) o'W
14000 Ultra-Turrax 150 25000 %0,5 (50 mL) 5dk
45000 Ultra-Turrax 150 25000 %0,5 (50 mL) 5dk
80000 Ultra-Turrax 150 25000 %0,5 (50 mL) 5dk
14000 Ultrasonik 150 72% 9%0,5 (50 mL) 5dk
14000* Ultrasonik 150 72% %0,5 (50 mL) 5 dk
45000 Ultrasonik 150 72% %0,5 (50 mL) 5dk
80000 Ultrasonik 150 72% %0,5 (50 mL) 5 dk

*0,2 mikrometre gézenek gapli filtre ile siiziildii.

3.2.2. CBD enkapsiile edilmis PCL nanopartikiillerin hazirlanmasi
On formiilasyon c¢aligmalar1 sonrasi nanopartikiil iiretimi igin ultrasonik

homojenlestirici ve 14 000 Ma’ya sahip PCL kullanimina karar verildi ve yag fazi (O)
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hazirlanmasi i¢in etken madde (CBD) ve 150 mg polimer (PCL) oda sicakliginda 5 mL
diklorometan iginde ¢oziindiiriilerek yag fazi elde edildi. D1s sulu faz (W) olarak 50 mL
PVA ¢ozeltisine yag faz1 2,5 mL/dk akis hacminde 3500 rpm karistirma hizinda eklendi
ve %72 genlikte 5 dakika homojenize edildi. Elde edilen O/W emiilsiyonu, organik
¢oziiclinlin uygun sekilde buharlagsmasina ve nanopartikiillerin sertlesmesine izin vermek
icin manyetik karigtiricida oda sicakliginda 3 saat boyunca 600 rpm’de siirekli karigtirildi.
Olusan partikiiller 9000 rpm’de santrifiij edilerek geri kazamildi. Elde edilen
naopartikiillerden PVA’y1 uzaklastirmak i¢in pelet deiyonize su ile 3 kez yikanarak
stipernatan uzaklastirildi. Son olarak nanopartikiiller depolama sirasinda polimer
hidrolizini 6nlemek i¢in -80 °C’de 24 saat dondurularak ve liyofilizatérde kurutuldu.

Bu tez calismasinda, nanopartikiillerin maksimum yiikleme kapasitesi, farkl
baslangic etken madde: polimer oranlariyla (150 mg PCL basima 5, 10, 15, 30 mg CBD)
hazirlanarak degerlendirildi. Nile Red (Nil kirmizisi) floresans boya (2 mg/mL) iceren

nanopartikiiller de ayn1 yontemle yag fazinda ¢oziindiiriilerek hazirlandi.

3.2.3. Nanopartikiillerin morfolojisi ve karakterizasyonu
3.2.3.1. Partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli analizi
Nanopartikiiller hazirlandiktan sonra partikiil boyutu, polidispersite indeksi (PDI)
ve zeta potansiyeli zeta sizer (Micromeritics — Nanoplus 3) cihazi kullanilarak belirlendi.
Ortalama pargacik boyutu, 50 okuma ile li¢ ardisik Ol¢limiin ortalamasi alinarak
hesaplandi. Her numune, 10 dakika ultrasonik banyoya (ISOLAB Laborgerdte GmbH 180
W) maruz birakildiktan sonra ¢oklu sagilmay1 6nlemek i¢in kuvars kiivette 20:1 deiyonize
su igerisine seyreltilerek hazirlandi ve daha sonra kuvars kiivet analiz i¢in cihaza
yerlestirildi. Her numune igin ortalama pargacik boyutu belirlendi. Izotonik stabilite
saglamak i¢in zeta potansiyeli analizinden 6nce 1 mM NaCl ilave edildi (Nawaz ve ark.,
2021). Her numune i¢in partikiil boyutu ve zeta potansiyel degeri li¢ kopya halinde
0lciildii ve ortalama degerleri alindi. Polidispersite indeksi (PDI), DLS 6lgiimleri ekipman

yazilimi kullanilarak belirlendi (NanoPlus V 5.10 - Micromeritics Instrument Corp.).

3.2.3.2. Alan emisyonlu taramah elektron mikroskobu (FE-SEM) analizleri
Nanopartikiillerin yiizeyi ve sekli, alan emisyon taramali elektron mikroskobu

(ZEISS GeminiSEM 500) ile incelendi. Diiz bir aliiminyum plaka iizerine ¢ift tarafl

karbon bant yerlestirildi ve nanopargaciklar bu plaka {izerinde oda sicakliginda kurutuldu.

Numuneler son olarak argonlu atmosferde ortalama 4,24 nm kalinliginda iridyum ile
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kapland1. Ornekler 2 kV’luk ekstra yiiksek voltaj altinda FE-SEM ile gzlemlendi. Ayrica
plasebo ve CBD enkapsiile PCL nanopartikiillerin (14 000 Ma) morfolojik
karakterizasyonu, FE-SEM cihazi STEM bashg kullanilarak sivi ortamda da
gozlemlendi. Uretilen plasebo ve CBD enkapsiile PCL nanopartikiillerden bir damla 200
mesh bakir 1zgaralara yerlestirildi ve adsorpsiyon gerceklesene kadar bekletildi, ardindan

fazla kismu filtre kagidi ile ¢ikarildi. Analizler, 30 kV hizlandirma ile gergeklestirildi.

3.2.3.3. Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopi analizi

CBD enkapsiile PCL nanopartikiillerin etken madde ve polimer arasindaki
etkilesimleri Fourier doniisiimii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR) (Shimadzu IRTracer-
100, Japan) ile tespit edildi. Etken madde ve polimer arasindaki etkilesimler fonksiyonel
gruplarin IR spektrumlarinda meydana gelen bant kaymalari ve degisimleri ile tespit
edilmektedir (Danafar ve ark., 2014). CBD ile PCL’nin etkilesimi ve enkapsiilasyonun
gerceklestiginin dogrulanmasi amaci ile saf PCL ve CBD’nin toz 6rnekleri ile liyofilize
edilmis CBD-PCL-NP ve plasebo PCL-NP &rnekleri 350 cm! ile 4500 cm™ spekturum

aralifinda 16’sar kez taranarak analiz edildi.

3.2.3.4. lac yiikleme ve kapsiilleme verimliligi (%EE)

PCL nanopartikiillerin igerisinde bulunan CBD miktarinin belirlenmesi i¢in
Shimadzu Prominence LC-20 AD yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
kullanildi. Analizler SPD M20A UV-VIS DAD dedektorii, Restek marka ters fazli C18
kolon (5 um, 150 x 4,6mm) kullanilarak 205 nm dalga boyunda gergeklestirildi.

CBD igeren PCL nanopartikiillerinin yiizde enkapsiilasyon etkinligi (%EE)
denklem 6 kullanilarak hesaplandi. Enkapsiile edilmis CBD miktarini belirlemek igin 15
mg nanopartikiil, | mL DCM i¢inde ¢6ziildii ve daha sonra HPLC mobil fazi ile 30 mL’ye
tamamlandi. 0,45um siringa filtresi ile siiziildii ve analiz yapildi. Mobil faz olarak
asetonitril:su (85:15 h/h) karisimi kullanildi. Mobil faz, 1 mL/dk'lik bir akis hizinda
verildi (De La Ossa ve ark., 2012). Kalibrasyon egrisi Cayman firmasindan satin alinan
kanabidiol standart1 kullanilarak 0,1 - 0,25 - 0,50 - 0,75 -1-2,5—-5 - 10 ug/mL (ppm)
(r*= 0,9997) araliginda olusturuldu. Analizinin toplam calisma siiresi 10 dakika ve
alikonma siiresi 4,35 dk olarak belirlendi. Analitik yontem, ICHQ2 (R1) (European
Medicines Agency ICH Q2 (R1) Validation of analytical procedures) analitik yontemlerin
dogrulanmas1 kilavuzuna gore dogrulandi. Tim Olglimler {ic tekrarli olarak

gerceklestirildi.
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Olgiilen CBD miktar1 (mg)
Baslangi¢taki CBD miktar1 (mg)

% EE = x 100 (6)
3.2.3.5. Reaksiyon verimi
Liyofilizasyon isleminden sonra kurutulan CBD enkapsiile PCL nanopartikiillerin

agirlig hassas terazi ile tartildi ve reaksiyon verimi (%RE) denklem 7’ye gore hesaplandi.

Sentezlenen nanopartikiil miktari(mg)

% RE =

Baslangicta cklenen CBD (mg)+ PCL miktar: (mg) 100 (7
3.2.3.6. ilac-polimer coziiniirliigii ve uyumlulugu

Etken madde ve polimerin fiziksel durumunu ve etkilesimini degerlendirmek i¢in
saf CBD, saf PCL ve PCL-CBD fiziksel karisimlar1 (sirasiyla 30:1, 15:1, 10:1 ve 5:1
oranlarinda) 15 mg agirliginda hazirlanarak diferansiyel taramali kalorimetri (Setaram —
Labsys Evo, Fransa) ile incelendi. Numuneler, 20 mL/dk N> (g) akis1 altinda 25 ila 300
°C'ye 10 °C/dk hizinda 1sitilarak analiz edildi (Khuroo ve ark., 2018).

3.2.4. In vitro salim ¢alismalari

In vitro salim ¢alismalar1 bagirsak ve mide ortamini simiile etmek i¢in sirasiyla

pH 7,4 ve pH 1,2’de gerceklestirildi.

3.2.4.1. Bagirsak ortamu in vitro salim calismalari

Bagirsak ortaminda pH 7,4’de bagirsak ortaminda in vitro salim ¢aligmalari, 150
mg PCL basma 5, 10, 15 ve 30 mg CBD enkapsiile PCL nanopartikiiller iizerinden
yuriitiildii. Liyofilize edilmis 15’er mg CBD dozajlar1 iceren PCL nanopartikiiller cam
erlenlerde 30 mL pH 7,4 PBS: Tween®80 (%0,1 (w/v)) ¢dzeltisi igerisinde siispanse
edildi. Siseler agizlar1 kapatilarak siirekli olarak 37 °C'de 35 strok/dk (¢alkalama
esnasinda vorteks olugsmamasi i¢in) ¢alkalamayla ¢alistirilan inkiibatorlii calkalayiciya
(Unimax 1010 & Incubator 1000, Heidplph Persia, Almanya) yerlestirildi. Belirli zaman
araliklarinda (salimin baglatildig1 giin itibari ile 8 saat boyunca her saat basi, 5 giin
boyunca 24 saatte bir kez) 28 mL silipernatan alinarak 0,45 pm gozenek capl filtre ile
stiziildii ve boliim 3.2.3.4°te belirtildigi gibi HPLC ile CBD igerigi 3 tekrarl sekilde analiz

edildi. Analiz i¢in siselerden alinan 28 mL ortam ¢6zeltisi tekrar ilave edildi.
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3.2.4.2. Mide ortam in vitro salim ¢alismalari

Mide ortaminda in vitro salim ¢alismalari pH 1,2’de 150 mg PCL basina 5, 10, 15
ve 30 mg CBD enkapsiile PCL nanopartikiiller {izerinden yiiriitiildi. UV/Vis
spektorfotometresi (Multiskan SkyHigh Microplate UV/Vis Spectrophotometer
Thermofisher, A.B.D.) kullanilarak kalibrasyon egrisi Cayman firmasindan satin alinan
kanabidiol standarti ile 0,50 - 0,75 - 1 - 2,5 — 5 - 10 ug/mL (ppm) (r>= 0,9962) araliginda
olusturuldu. Liyofilize edilmis 15’er mg farkli CBD dozajlar1 iceren PCL nanopartikiiller
kapakli cam siselerde 30 mL HCI Ultrasaf su pH 1,2-Tween®80 icerisinde siispanse
edildi. HCl-ultrasaf su icerisinde Tween®80 %0,1 (w/v) oraninda eklendi (pH 1,2).
Siseler agizlar1 kapatilarak siirekli olarak 37 °C'de 35 strok/dk ¢alkalamayla ¢alistirilan
inkiibatorde ¢alkalandi (Unimax 1010 & Incubator 1000, Heidolph Persia, Almanya).
Belirli zaman araliklarinda (salimin baglatildigi an itibari ile 8 saat boyunca her saat bas1)
28 mL siipernatan alinarak 0,45 um filtre ile siiziilerek ve UV Spektrofotometre ile CBD
icerigi 3 tekrarh sekilde analiz edildi. Analiz i¢in siselerden alinan 28 mL ortam tekrar

ilave edildi.

3.2.5. In vitro hiicre proliferasyon calismalari

CBD’nin L929 normal fibroblast ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin iiremeleri
tizerine etkilerinin belirlenmesi i¢in oncelikle hiicreler %10 fotal dana serumu (FBS) ve
antibiyotik iceren tam besiyerinde (sirastyla DMEM ve RPMI 1640) iiretildi. CBD 100
uM-0,39 uM araliginda 9 farkli konsantrasyonda kuyulara dagitilirken, hiicre kontrolii ve
besiyeri kontrolii olarak belirlenen kuyulara CBD igermeyen besiyeri eklendi. Aktif halde
tiremekte olan hiicreler 96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasina, besiyeri kontrolii olan kuyular
hari¢ olmak tizere, her kuyuya 5000 hiicre olacak sekilde 50 puL besiyeri igerisinde ekildi.
Plakalar 24, 48 ve 72 saat siireyle CO>’li inkiibatérde 37°C’de bekletildi. Inkiibasyon
sonrast her kuyuya 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromide igeren ve
mitokondri aktivitesini dlgen XTT sitotoksisite (Sartorius) soliisyonu eklendi ve 4 saat
inkiibe edildi. Canli hiicrelerin yiizdesini hesaplayabilmek {izere kuyulardaki
absorpsiyon, ELISA plaka okuyucusunda 450 nm'de 6l¢iildii. CBD eklenmemis kontrol
hiicrelerin tiremesi %100’e karsilik gelecek sekilde CBD’nin hiicre canliligina etkisi %
canlilik degerleri olarak hesaplandi. Her zaman dilimi i¢in en az sekiz kuyudan sonuglar
ve standart sapmalar1 hesaplanip t-testi uygulandi (p<0,05). Hiicrelerin ylizde
tiremesinden yola ¢ikarak CBD’nin L-929 ve MCF-7 hiicreleri tlizerine etkileri ve ICso

(hiicrelerin %50’sini 6ldiiren konsantrasyon) degerleri hesaplandi.
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3.2.6. PCL-NP’lerin hiicre icerisine aliminin test edilmesi

PCL-NP’lerin hiicrelerin igerisine alindigin1 gostermek i¢in Nil kirmizisi
floresans boya kullanilarak boliim 3.2.2°de bahsedildigi gibi 150 mg PCL polimere 10
mg boya enkapsulasyonu yapildi, PBS ile yikamalar tamamlandi. Nil kirmizist hidrofobik
bir boya oldugundan (Sackett ve Wolff, 1987), PCL nanopargaciklarina verimli bir
sekilde yiiklendi. L929 rat fibroblast hiicrelerine Nil kirmizis1 yiiklii PCL NP’ler
eklendikten sonra 37°C'de 2 saat inkiibasyonun ardindan hiicreler toplandi ve hiicre
igerisindeki floresan birikim floresans mikroskop (BAB-TAM-F, Tiirkiye) altinda 40X
ve 60X biliylitmede Chroma Technology filtre seti AT-TRICT-REDSHFT 540/25x,
620/60m, AT565DC kullanilarak goriintiilendi.

3.2.7. Kenevir tohumu yaginda yapilan analizler

Tez ¢aligmasinda prototip iiriin olarak modifiye salim CBD-NP’lerin kenevir yag1
icerisinde jelatin ile kapsiillenmesi planlandig1 i¢in kullanilacak olan kenevir tohumu
yaginda da kalite testleri yapildi. Yagin giivenli ve saglikli kullanimi i¢in en 6nemli kalite
kriterleri olan serbest yag asitligi, peroksit sayis1 degeri ve yag asitleri kompozisyonu

tayini titrimetrik yontemler ve gaz kromatografisi ile analiz edildi.

3.2.7.1. Serbest yag asitligi (% FFA) tayini

Kenevir tohumu yag numunesinin serbest yag asidi (%FFA) igerigi % oleik asit
tiirtinden tespit edilmistir. 10 g kenevir yagi numunesi 100 mL dietil eter:etanol (60:40
v/v) karisimi i¢inde ¢oziildii. Daha sonra karisima 1 mL fenolftalein indikatorii ilave
edildi. 0,IN KOH ¢ozeltisi ile renk degisimi (pembe renk) gerceklesene kadar
calkalanarak titre edildi Kiitle yiizdesi olarak ifade edilen %FFA denklem 8 ile

hesaplandi:

VxCxM
mx10

% FFA =

(8)

Denklemde: V = kullanilan titre edilmis KOH ¢ozeltisinin hacmidir; C = KOH
konsantrasyonudur; M = sonucun ifade edilmesi i¢in kullanilan asidin molar agirligidir

(oleik asit = 282); ve m = analiz edilen yag numunesinin tartim agirligidir (Rapa ve ark.,

2019).
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3.2.7.2. Peroksit sayis1 tayini

Kenevir tohumu yag1 numunesinin peroksit sayisi (PN); kg yagdaki aktif oksijenin
miliesdeger (O2 meq/kg) miktarinin Olgiistidiir ya da diger bir deyisle yagdaki
hidroperoksit iceriginin ifadesidir. 5 g kenevir tohumu yagi 10 mL kloroform igerisinde
calkalanarak ¢oziildii. Ardindan 15 mL asetik asit ve 1 mL potasyum iyodiir ¢ozeltisi
sirastyla eklendi. Isiktan korunmak i¢in oda sicakliginda karanlik ortamda 5 dakika
bekletildi ve 5 dakika sonunca tizerine 75 mL distile su eklendi. 3 damla %1,0’lik nisasta
coOzeltisi indikator olarak eklendikten sonra 0,01N sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi ile titre

edildi. Peroksit Sayis1 MeqO2/kg cinsinden denklem 9 ile hesaplandi.

PN = VxT

x 1000 9)

Denklemde: V; Titrasyonda harcanan sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisinin hacmidir
(mL), T; kullanilan sodyum tiyosiilfat ¢dzeltisinin normalitesidir ve m; analiz edilen yag

numunesinin tartim agirligidir (Rapa ve ark., 2019).

3.2.7.3. Yag asitleri kompozisyonu tayini

Zade Vital Ilag¢ Kimya Gida San. ve Tic. A.S. firmasindan 1s1l isleme maruz
birakilmadan soguk sikim yontemi ile elde edilen kenevir tohumu yagina ait yag asit
kompozisyonu gaz kromatografi cihazi (Shimadzu GC 2010 Plus, Japonya) ve gaz
kromatografi-alev iyonlastirma dedektorii (GC-FID) ile tespit edildi. Oda sicakliginda 65
mg kenevir tohumu yagi tartilarak 2 mL 2 N metanol i¢eren potasyum hidroksit ¢ozeltisi
icinde ¢ozildii ve vorteks cihazi ile 5 dk karistirildi. Vorteksle 5 dk karistirilan yag
numunesinin {izeri n-heptan ile 10 mL’ye tamamland1 ve tekrar 1 dk vorteks ile
karigtirildi. Metil esterleri tlirevlerine doniisen yag numunesi 3000 rpm’de 5 dk
santrifiijlendi. Santrifiijlenen yag numunesinin iist faz1 (organik faz) alinarak, 0,45 pm
filtreden gegirilerek amber renkli GC viali i¢ine transfer edildi. Kenevir tohumu yagina
ait esansiyel yag asitlerini belirlemek i¢in kullanilan gaz kromatografi cihazin ¢alisma
kosullar1 Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’te belirtilmistir. Gaz kromatografisinde elde edilen
piklerin taninmasi i¢in esansiyel yaglarin alikonulma zamanlari standart ¢ozelti ile elde
edilen kromatogramlar kullanilarak belirlendi. Bu tez ¢alismasinda alikonma zamanlari
37 bilesenli FAMEMIX karisim standartina gore belirlendi. FAMEMIX karigim standarti
1 mL 37 bilesenli FAMEMIX karigimindan alinarak 10 mL’ye n-heptan ile tamamlanarak

GC sistemine enjekte edilip belirlendi.
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Cizelge 3.2. Gaz Kromatografi sisteminin ¢alisma kosullar1

Sistem Calisma Kosullari

Analiz I¢in Kullanilan Cihaz Shimadzu GC 2010 Plus

Kolon Silika, £ =100 m, @ = 0,25 mm X 0,20 pm, poli(bis siyanopropil
siloksan) (film kalinlig1 0,20 pm)

Dedektor Alevli iyonlastirma (FID)

Enjeksiyon Hacmi 1,0 uL

Enjeksiyon Sicakligi 250°C (4°C/dk.)

Tastyic1 Gaz Helyum

Akis Hizi 1,5 mL/dk

Ayirma Orani 1:99,7

Cizelge 3.3. Shimadzu GC-2010 Plus Enstriimental sistemin sicakliklari

Sistem Sicakligi (°C)

Kolon 140—240 (4°C/dk.)
Enjeksiyon yuvasi 250
Dedektor 260

3.2.8. Yumusak jelatin kapsiil ile iiretim
Hidrofobik etken maddelerin biyoyararlanimini arttirmak ve uzun siireli stabilite
saglamak amaciyla kenevir tohumu yagi1 ve CBD enkapsiile PCL nanopartikiiller nihai

irlin asamasinda yumusak jelatin kapsiiller halinde formdile edildi.

3.2.8.1. Jelatin eldesi

Kapsiilleme oncesi jelatin seridi elde etmek i¢in Jelatin (200 Bloom), gliserin ve
deiyonize su 45:17:38 (w/v/v) oranlarinda 65°C sicaklikta 35 rpm’de vakum altinda (0,06
milibar) homojen hale gelene kadar karistirildi. Elde edilen karigim jelatin tankina
aktarilarak 30 dakika dinlendirildikten sonra kati bir jelatin seridi olusturmak igin

15°C’de doner bir sogutma tamburu {izerine yayildu.

3.2.8.2. Kenevir tohumu yagi icerisinde CBD enkapsiile PCL nanopartikiillerin
jelatin kapsiil iiretiminin yapilmasi

CBD enkapsiile PCL nanopartikiiller, soguk sikim kenevir tohumu yag: ile
kanigtirilip kapsiilleme makinasinin iiriin deposuna eklendi. Yumusak jelatin makinesi
CBD enkapsiile PCL nanopartikiillii kenevir tohumu yagimi Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de
gosterildigi gibi sisteme enjekte ederken ayni anda jelatin seridi sisteme beslendi. Kalip
sistemi jelatin geritlerin iki yarisin1 keserek ve hermetik olarak kapanarak kapsiilleme

1slemi gergeklestirildi. Elde edilen yumusak jelatin kapsiillerin jelatin kabugunda bulunan
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fazla nemin giderilmesi ve sertlestirilmesi i¢in tamburlu kurutucu kullanilarak nem

giderimi gergeklestirildi.
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Sekil 3.1. Yumusak Jel Kapsiilleme makinesinin parga ve bilesenleri

Dolgu Malzemesi

erit
Silindir Jselatin
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e |
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Vel - l Jelatin
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Sekil 3.2. Yumusak jelatin kapsiil dolum islemi

3.2.8.3. Nihai iiriin prototipinin paketlenmesi ve ambalajlanmasi
Elde edilen nihai iiriin otomatik blister makinasinda her blisterde 10 adet kapsiil

bulunacak sekilde el degmeden blisterlenerek kutulandi.

3.2.9. Nihai iiriin prototipinin farmasotik etkinlik ve kalite kontrol testleri
Kapsiil formiilasyonunun hazirlanmast ve kapsiil doldurma islemi sirasinda,

olusturulan kapsiillerin istenilen 6zellikleri sagladigindan emin olmak i¢in kalite kontrol
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testleri uygulandi. Bu tez ¢alismasinda iiretilen nihai iiriine Avrupa farmakopesine gore

agirlik sapmasi (Ph. Eur. 2.9.5) ve dagilma testi (Ph. Eur. 2.9.1) yapildi.

3.2.9.1. Agirhk sapmasi

Yumusak jelatin kapsiillerde agirlik tekdiizeligi, tiretim esnasinda makinada sorun
olup olmadigint ve iiretim kontrollerinin iyi yapilip yapilmadigini gosteren kalite
Olciilerinden en onemlisidir. PCL kapli CBD NP i¢eren kenevir tohumu yagi yumusak
jelatin kapsiilleri numunelerinden 20 kapsiil tek tek tartilarak agirliklari belirlendi. Temiz
ve kuru bir kesme aparati (makas) ile kapsiiller kesilerek acildi, icerik aseton ile yikanarak
uzaklastirildi. Oda sicakliginda 20 dakika beklenerek kapsiilde kalan ¢oziicliniin
buharlagmas1 saglandi. Coziiciisi uzaklastirilan bos kapsiiller tek tek tartilarak briit
agirliktan bos kapsiil agirligi ¢ikartildi ve PCL kapli CBD NP igeren kenevir tohumu yagi
net agirliklart hesaplandi.

Analiz sonucunda her kapsiile ait agirlik sapmasi, ortalama agirligin %10 undan
bliyiik ya da kii¢lik olmamalidir. Uygun olmayan sonuglarin ¢ikmasi halinde 20 kapsiil

tekrar alinarak analiz tekrarlanir (Asaad, 2022).

3.2.9.2. Dagilma testi

Dagilma testi Logan DST-3/6 disintegration tester cihazi ile yapildi. Cihazin sivi
haznesine farmakopeye (Ph. Eur. 2.9.1) gore hazirlanan suni mide ve suni bagirsak vasati
1 litre konularak cihazin sicaklig1 37+ 0,5 °C’ye ayarlandi. Dakikada hazne igine 31 defa
inip ¢ikan sepetin icine 6 adet nano CBD jelatin kapsiil konularak cihaz galistirildi.
Yumusak jelatin kapsiillerin dagilma siireleri her numune i¢in ayr1 ayr tayin edildi. Suni
mide vasati i¢in 8,3 mL HCL alinarak 1000 mL’ye distile su ile tamamlandi. Suni
bagirsak vasati i¢cin 7,8 g NaH2PO4 ve 7,1 g NaaHPOg tartilarak 1000 mL distile su iginde

¢Oziinerek hazirlandi.

3.2.10. Molekiiler yerlestirme calismalari

Molekiiler yerlestirme, gliniimiizde yaygin olarak kullanilan ve bir protein veya
ligand arasindaki interaksiyonlarin modellenmesine olanak taniyan bilgisayar tabanl
analiz yontemidir. Bu yontemin avantajlari, ila¢ gelistirme ve molekiiler biyoteknolojide
molekiiller aras1 etkilesimin tahmin edilmesinde kritik rol oynayabilmesidir. Ilk olarak,
molekiiler yerlestirme, potansiyel ila¢ molekiillerinin belirli bir protein tarafindan nasil

yakalanabilecegini veya bir ligandin belirli bir proteine nasil baglanabilecegini simiile
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etme olanagi sunar. Ayrica, molekiiler yerlestirme sayesinde protein-protein veya
protein-ligand etkilesimlerinin enerji profilleri hesaplanabilir ve bu interaksyonlarin
stabilitesi ve gii¢leri degerlendirilebilir. Bu tez calismasinda literatiir taramasi sonucunda
CBD ile etkilesime en ¢ok giren reseptorler belirlenmis ve etken madde reseptor iliskileri

molekiiler yerlestirme yapilarak belirlenmistir.

3.2.10.1. Reseptorler ve ligandin hazirlanmasi

Kanabinoid 1 reseptorii (CB1), kanabinoid 2 reseptorii (CB2), delta opioid
reseptori (6-OP), G protein bagimli reseptor 55 (GPRS55), Transient receptor potential
vanilloid 1 (TRPVI1) ve 5-hidroksitriptamin 1A reseptorii (5-HT1A) reseptorlerinin
kristalografik yapis1 Protein Veri Bankasindan (PDB) elde edilmistir (Berman, 2000).
Reseptorin erigim kodlar1 ve ¢oziiniirliikk degerleri sirasiyla SU09, 5ZTY, 4EA3, 4N6H,
3J5Q ve 7E2Y ve 2.60 A, 2.80 A, 3.01 A, 1.80 A, 3.80 A ve 3.00 A’dur.

Molekiiler yerlestirme islemi Oncesinde optimizasyon i¢in PDB formatindaki
proteinlerin su molekiillerinin kaldirilmasi, polar hidrojen atomlarimin eklenmesi ve
Kollman yiiklerinin eklenmesi AutoDockTools-1.5.7 yazilimi kullanilarak yapildi.
Hidrojen atomlarinin eklenmesi ve yiik gruplarmin nétralizasyonundan sonra pdbqt
formatinda ¢ikt1 dosyalar1 alindi. CBD ligandinin PDB uzantili yapis1 PubChem veri
tabanlarindan (cannabidiol 644019) alindi. Molekiiler yerlestirme islemi Oncesi
ligandlarin enerji minimizasyonu ve Hartree-Fock teori seviyesindeki geometri

optimizasyonu PerkinElmer Chemdraw V.22.0.0.22 ile yapild.

3.2.10.2. Molekiiler yerlestirme

Molekiiler yerlestirme Autodock Vina v1.1.2 yazilimi ile gerceklestirildi. Izgara
kutucuk degerleri (Grid box) ve merkez koordinat degerleri Cizelge 3.4’te verildi.
Hazirlanan reseptorler ve ligand molekiiler yerlestirme isleminden sonra Pymol Edu
v.2.5.4 programi ile reseptor-ligand baglanma pozisyonlar1 gorsellestirildi ve BIOVIA
Discovery Studio 2021 yazilimi ile olusan bag yapilar1 2B gorsel olarak tespit edildi
(Suttithumsatid ve ark., 2022).
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Cizelge 3.4. Izgara Kutucugu (Grid box) degerleri ve merkez koordinat degerleri

Reseptor Adi Kodu Merkez I(((;;)’r(:;fl;t)Degerlerl Izga(tge(l’];(iiz)rlerl
CBl1 5009 9,-9,-18 55, 58, 80
CB2 5ZTY 4,-4,-28 43,57, 87
3-OP 4EA3 -3,-78, -68 48, 39, 85
GPRS55 4N6H 21,-36,23 44,94, 77
TRPV1 3J5Q -25,17,8 46, 82, 88
5-HT1A 7E2Y 97, 89, 64 38, 35, 66

3.2.10.3. Farmakokinetik/ ADMET profilinin belirlenmesi

CBD’nin farmakokinetik 6zelliklerinin belirlenmesi ve degerlendirilmesi igin
Swiss Institute of Bioinformatics ¢evrimi¢i yazilimi SwissADME kullanilarak ADMET
(absorpsiyon, dagilim, metabolizma, atilim ve toksisite) profilleri belirlendi (Daina ve
ark., 2017). CBD’ye ait SMILES zinciri
CCCCCclcc(O)e(c(c1)O)C1C=C(C)CCCIC(=C)C olarak PubChem OEChem V2.3.0
yazilimi ile hesaplandi. Cevrim i¢i yazilima CBD’nin kanonik SMILES zinciri eklenerek
kan-beyin bariyeri gecirgenligi, Log Kp degeri ve P-glikoproteinlere baglanma degerleri,
inhibitor sitokrom P450 (CYP450), klirens ve hacim dagilimi, Lipinski kurali ve
biyoyararlanim gibi parametreler tahmin edildi. Ayrica, GUSAR-Online web tabanli
sunucu kullanilarak CBD'ye ait in siliko toksisitesi OECD projesine dayali olarak
farelerde oral uygulama 6ldiiriicii doz LDso tahminleri degerlendirildi (Lagunin ve ark.,

2011).

3.2.11. Istatistik analiz

Istatistiksel analizler Student’s t-test kullamlarak yapildi. Tiim testler ii¢ paralel
halinde yapild1 ve sonuglar ortalama = SD olarak ifade edildi. /n vitro salim verileri salim
kinetigi matematiksel modellerine uygulanarak ve en iyi uyumu belirlemek igin

korelasyon katsayilar (r?) kullanilda.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. PCL Nanopartikiillerinin On Formiilasyon Calismalar: Sonuclar:

Farkli molekiil agirliklarina ve iiretim teknigine sahip PCL plasebo
nanopartikiillere ait ortalama partikiil biiytkliigii, Zeta Sizer Dinamik Isik Sa¢ilimi (PDI)
ve Zeta Potansiyeli dl¢iimleri yapilmistir. Her numuneye ait Dinamik Isik Sagilimi ve
Zeta Potansiyeli ol¢iimleri Sekil 4.1 ile Sekil 4.14 arasinda verilmistir. Tiim sonuglar

Cizelge 4.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Farkli molekiil agirliklarina sahip PCL plasebo nanopartikiillere ait boyut ve PDI ve zeta
potansiyeli sonuglart (n=3)

PCL Ma  Homojenizatér ~ %Amp /Rpm  Ort. Cap (nm) PDI Zeta Potansiyeli
14000 Ultra-Turrax 25000 rpm 327,9+6,51 0,259 +0,027 -14,98 (mV)
45000 Ultra-Turrax 25000 rpm 338,1+4,46 0,271 £0,038 -17,17 (mV)
80000 Ultra-Turrax 25000 rpm 392,4+13,79 0,250 +0,011 -15,72 (mV)
14000 Ultrasonik 72% Genlik 207,5+0,45 0,114 £0,044 -23,37 (mV)
14000* Ultrasonik 72% Genlik 202,4+6,36  0,110+0,018 -20,16 (mV)
45000 Ultrasonik 72% Genlik 235,6+2,29 0,107 £0,020 -21,12 (mV)
80000 Ultrasonik 72% Genlik 264,6 £6,85 0,108 £0,020 -24,11 (mV)

*0,2 um gozenek capina sahip filtre ile siiziilmiistiir.

Normalize Siddet Dagilimi
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Sekil 4.1. Ultra-Turrax ile iiretilen Plasebo PCL nanopartikiile ait Zeta-Sizer boyut dagilim grafigi (PCL
Ma:14 000)
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Sekil 4.2. Ultra-Turrax ile tiretilen Plasebo PCL nanopartikiile ait Zeta Potansiyeli grafigi (PCL
MA:14000, iletkenlik 0,0563 mS/cm)

Normalize Siddet Dadilimi

1 10 100 1000
Cap (nm)

Sekil 4.3. Ultra-Turrax ile tiretilen Plasebo PCL nanopartikiile ait Zeta-Sizer boyut dagilim grafigi (PCL
Ma:45000)

Dinamik 1s1k sagilimi analiz sonuglarina gére 25 000 rpm de Ultra-turrax ile
yapilan tiretimlerde 14 000, 45 000 ve 80 000 molekiil agirligina sahip PCL i¢in sirasiyla
ortalama 327,9 £6,51 nm, 338,1 £4,46 nm ve 392,4 £13,79 nm boyutunda; ultrasonik
homojenlestirici ile 200 W, 20 kHz ve %72 genlikte yapilan iiretimlerde ise sirasiyla
ortalama 207,5 £0,45 nm, 235,6 £2,29 nm ve 264,6 +6,85 nm boyutunda nanopartikiiller
elde edildi.
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Sekil 4.4. Ultra-Turrax ile tiretilen Plasebo PCL nanopartikiile ait Zeta Potansiyeli grafigi (PCL
Ma4:45000, Iletkenlik 0,0503mS/cm)
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Sekil 4.5. Ultra-Turrax ile iiretilen Plasebo PCL nanopartikiile ait Zeta-Sizer boyut dagilim grafigi (PCL

M:80000)
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Sekil 4.6. Ultra-Turrax ile iiretilen Plasebo PCL nanopartikiile ait Zeta Potansiyeli grafigi (PCL
Ma:80000, Tletkenlik 0,0555 mS/cm)
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Sekil 4.7. Ultrasonik homojenlestirici ile liretilen Plasebo PCL nanopartikiile ait Zeta-Sizer boyut dagilim

grafigi (PCL Ma:14000)
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Sekil 4.8. Ultrasonik homojenlestirici ile tiretilen Plasebo PCL nanopartikiile ait Zeta Potansiyeli grafigi

(PCL Ma: 14000, Tletkenlik 0,1652 mS/cm)
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Sekil 4.9. Ultrasonik homojenlestirici ile tiretilen ve 0,22 um filtreden gegirilen Plasebo PCL
nanopartikiile ait Zeta-Sizer boyut dagilim grafigi (PCL Ma:14000)
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Sekil 4.10. Ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen ve 0,22 pm filte ile siiziilen plasebo PCL nanopartikiile
ait Zeta Potansiyeli grafigi (PCL Mx:14000, iletkenlik 0,1327 mS/cm)

En diisiik partikiil boyutuna sahip iiretim ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen

14 000 molekiil agirligina sahip PCL’un 0,22 um filtreden siiziildiikten sonra elde edildi

ve 202,4 nm partikiil boyutu tespit edildi. 14 000 molekiil agirligina sahip siiziilen ve

stiziilmeyen nanopartikiiller arasinda kayda deger bir boyut farki olmadigi i¢in CBD

yiiklii iiretimler i¢in 14 000 molekiil agirligina sahip PCL ile iiretildi ve slizme prosediirii

kullanilmadi.
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Sekil 4.11. Ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen Plasebo PCL nanopartikiile ait Zeta-Sizer boyut
dagilim grafigi (PCL Ma:45000)
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Sekil 4.12. Ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen Plasebo PCL nanopartikiile ait Zeta Potansiyeli grafigi
(PCL Ma:45000, Tletkenlik 0,1388 mS/cm)

Peroral uygulamalar i¢in optimum nanopartikiil biiytikliigi 100 nm ile 800 nm
arasindadir. 100 nm’den kiiciik nanopartikiiller parenteral yol i¢in uygundur. 1000
nm’den biiylik partikiillerde ise fagositoz riski goriilebilir (Wang ve ark., 2017). Hem
Ultra-Turrax hemde ultrasonik homojenlestirici ile elde edilen nanopartikiillerin peroral

kullanim i¢in uygun oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.13. Ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen Plasebo PCL nanopartikiile ait Zeta-Sizer boyut
dagilim grafigi (PCL Ma:80000)
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Sekil 4.14. Ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen Plasebo PCL nanopartikiile ait Zeta Potansiyeli grafigi
(PCL Ma:80000, iletkenlik 0,1388 mS/cm)

Coklu dagilim indeksi (PDI) pargacitk boyutu dagilimimi gdsterir ve
ultrasonikasyon ile iiretilen partikiillerin PDI degerleri 0,2’den kiigiik olarak tespit
edilmistir. Polimer tabanli nanopartikiiller alaninda 0,2’den kiigiik PDI degerleri uygun
olarak kabul edilmektedir (Danaei ve ark., 2018). PDI sonuglarima gore ultrasonik
homojenlestirici ile iretilen nanopartikiillerin partikiil boyutu ve nanopartikiillerin

dagilimi agisindan iyi bir tekdiizelik ve homojenlik gdstermektedir. Ultra-Turrax ile
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yapilan iretimlerde ise PDI degerleri 0,2’den yiiksek oldugu icin tekdiizelik ve
homojenlik agisindan uygun kabul edilmemektedir.

Zeta potansiyeli; parcacik ylizeyindeki yiikli temsil eder ve nanopartikiillerin
stabilitesi, cokelme ve agregasyonu onlemek i¢in itici kuvvetlerin yeterince gii¢lii olmasi
gereken yergekimi ve itici kuvvetler arasindaki dengenin gostergesidir (Diyanat ve ark.,
2019). PCL bir polyester tiirii oldugu i¢in, PCL'nin kimyasal yapisinda karboksilik
gruplarin (—COQO") bulunmasi nedeniyle nanopartikiillerin zeta potansiyeli negatiftir
(Mahmoudi ve ark., 2022).

Optimizasyon asamasinda iiretilen plasebo nanopartikiillere ait zeta potansiyeli
degerleri ultra-turrax ile yapilan tiretimlerde 14 000, 45 000 ve 80 000 molekiil agirligina
sahip PCL igin sirasiyla -14,98, -17,17 ve -15,72 mV olarak hesaplandi. Ultrasonik
homojenlestirici ile yapilan iiretimlerde sirasiyla -23,37, -21,12 ve -24,11 mV olarak
hesaplandi. Filte edilmis olan PCL nanopartikiiliin ise -20,16 mV zeta potansiyeline sahip
oldugu tespit edildi.

Javaid ve arkadaslar1 plasebo PCL nanopartikiillerde ve -16,8 mV'lik ve
sefotaksim yiiklii PCL nanopartikiiller i¢in -11,1 mV zeta potansiyeli (Javaid ve ark.,
2021), Mahmoudi ve arkadaslar1 plasebo PCL nanopartikiillerde -29,3 mV ve memantin
yiiklii PCL nanopartikiiller i¢in -26,5 mV (Mahmoudi ve ark., 2021), Diyanat ve
arkadaslar1 plasebo PCL nanopartikiillerde -25,8 mV ve pretilaklor yiikli PCL
nanopartikiillerde -23,0 mV olarak tespit etmislerdir (Diyanat ve ark., 2019). Bu
sonuclara gére PCL ile enkapsiile edilecek etken maddenin hidrofobikligi arttik¢a zeta
potansiyeli degerinin mutlak deger icerisinde azaldig1 sonucu ¢ikarilabilir.

Optimizasyon ¢aligsmalarina yonelik sonuglar degerlendirildiginde hem boyut hem
de kararlilik ve standardizasyon agisindan en uygun iiretim sartinin 14 000 Ma PCL ile
%72 genlikte ultrasonikatdr ile elde saglanmasindan dolay1 bu sartlarla enkapsiilasyon

caligsmalarina geg¢ilmistir.

4.2. CBD Enskapsiile Edilmis Nanopartikiillerin Morfolojisi ve Karakterizasyonu
4.2.1. Nanopartikiillerin partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli
sonuclar

Farkli miktarlarda CBD enkapsiile edilmis PCL-NP’lerin ortalama partikiil
blyiikliigli, Zeta Sizer Dinamik Isik Sagilimi (PDI) ve Zeta Potansiyel Olc¢limleri

yapilmistir. Her numuneye ait Dinamik Isik Sacilimi ve Zeta Potansiyeli 6l¢timleri Sekil
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4.15 ile Sekil 4.22 arasinda verilmistir. Elde edilen tiim sonuglar Cizelge 4.2°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 4.15. Ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen 5 mg CBD yiiklii PCL nanopartikiile ait Zeta-Sizer

boyut dagilim grafigi (PCL Ma:14000)
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Sekil 4.16. Ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen 5 mg CBD yiiklii PCL nanopartikiile ait Zeta
Potansiyeli grafigi (PCL Ma:14000, iletkenlik 0,1735 mS/cm)

Ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen 5 mg CBD-PCLNP’lerin boyut dagilimina

gore en kiiciik NP boyutu 149,1 nm ve en yiiksek NP boyutu 363,8 nm olarak ol¢iiliirken,

NP’lerin ortalama boyutlarinin  227,2 nm oldugu tespit edilmistir. Ultrasonik

homojenlestirici ile iiretilen 10 mg CBD-PCL-NP’lere ait boyut dagilimina goére en kiiciik
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NP boyutu 138,9 nm ve en yiiksek NP boyutu 393,1 nm olarak Ol¢iiliirken, NP’lerin

ortalama boyutlarinin 225,5 nm oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.17. Ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen 10 mg CBD yiiklii PCL nanopartikiile ait Zeta-Sizer
boyut dagilim grafigi (PCL Ma:14000)
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Sekil 4.18. Ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen 10 mg CBD yiikli PCL nanopartikiile ait Zeta
Potansiyeli grafigi (PCL Ma:14000, Iletkenlik 0,0060 mS/cm)

Ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen 15 mg CBD-PCL-NP’lere ait boyut
dagilimima gore en kiiciik nanopargacik boyutu 141,9 nm ve en yliksek nanopargacik
boyutu 382,4 nm olarak ol¢iiliirken, NP’lerin ortalama boyutlarinin 227,7 nm oldugu

tespit edilmistir.
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Sekil 4.19.

boyut dagilim grafigi (PCL Ma:14000)

Ultrasonik homojenlestirici ile tiretilen 15 mg CBD yiiklii PCL nanopartikiile ait Zeta-Sizer
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Sekil 4.20. Ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen 15 mg CBD yiiklii PCL nanopartikiile ait Zeta

Potansiyeli grafigi (PCL Ma:14000, iletkenlik 0,1256 mS/cm)

Ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen 30 mg CBD-PCL-NP’lere ait boyut

dagilimina gore en kiiclik nanopargacik boyutu 129,9 nm ve en yliksek nanoparcgacik

boyutu 393,3 nm olarak olgiiliirken, nanoparcaciklarin ortalama boyutlarinin 216,9 nm

oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.21. Ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen 30 mg CBD yiiklii PCL nanopartikiile ait Zeta-Sizer

boyut dagilim grafigi (PCL Ma:14000)
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Sekil 4.22. Ultrasonik homojenlestirici ile iiretilen 30 mg CBD yiiklii PCL nanopartikiile ait Zeta

Potansiyeli grafigi (PCL Ma:14000, iletkenlik 0,1263 mS/cm)

Ultrasonikasyon yontemi ile iiretilen 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 30 mg CBD

enkapsiile nanopartikiillerin parcacik boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli

Cizelge 4.2°de verilmektedir.
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Cizelge 4.2. Farkli CBD miktar1 igceren PCL nanopartikiillere ait boyut ve PDI ve zeta potansiyeli
sonuglart (n=3)

NP Homojenizatéor  %Amp /Rpm  Ort. Cap (nm) PDI Zeta Potansiyeli
5 mg Ultrasonik 72% Genlik 227,2 £2,35 0,100 £0,004 -10,21 (mV)
10 mg Ultrasonik 72% Genlik 225,5 £0,53 0,133 +0,029 -9,62 (mV)
15 mg Ultrasonik 72% Genlik 227,17 £1,55 0,094 +0,014 -9,93 (mV)
30 mg Ultrasonik 72% Genlik 216,9 £6,81 0,126 £0,031 -9,40 (mV)

Uretilen CBD vyiiklii PCL nanopartikiiller (5 mg, 10 mg, 15 mg ve 30 mg CBD)
sirastyla -10,21, -9,62, -9,93 ve -9,40 mV'lik bir potansiyel degerleri tespit edildi.
Potansiyel degerlerindeki artis, CBD’nin polimer matrisinde hapsolmasina ragmen,
CBD'nin kismen de olsa pargacik ylizeyinde de bulundugunun gostergesi olabilir ve
CBD’nin  PCL kabugunda da bulunmasi nedeniyle CBD’nin yiizdeyde kismi
adsorpsiyonuna bagli olarak zeta degerini arttirdigini gosterir ve CBD’nin PCL ile
inkorporasyonu ile iligkilidir. Sonu¢ olarak CBD'nin PCL nanopartikiil yiizeyindeki
yiikleri artirarak zeta potansiyelini pozitif yonde arttirdi1 sonucuna varilabilir.

Zeta potansiyel degeri 0 ile =5 mV arasinda pargaciklar kiimelesme veya bir araya
gelme egilimi sergilerler ve hizli partikiil agregasyonu meydana gelebilmektedir. +5 ile
+20 mV arasinda partikiiller minimal diizeyde kararhidirlar. £20 ile 40 mV arasinda
partikiiller orta diizeyde kararlidirlar (Ates, 2018). Zeta potansiyel degeri +30 mV’tan
daha biiylik oldugu sartlarda stabilite daha yiiksek olmasina ragmen NP’ler toksisiteye
neden olabilirler (Wang ve ark., 2017). Ultrasonik homojenlestirici ile {iretilen
nanopartikiiller orta diizey kararlilik gosterirken CBD yiikli PCL nanopartikiiller ise
diisiik diizeyde kararlilik gostermektedirler. Buna karsin hem plasebo hem de CBD yiiklii

nanoparcaciklar toksisite risk degerinin altinda zeta potansiyeli degerleri gostermislerdir.

4.2.2. Alan emisyonlu taramal elektron mikroskobu sonuclari

Plasebo PCL ve 30 mg CBD enkapsiile edilmis PCL nanopartikiillerin morfolojik
Ozellikleri, alan emisyonlu taramal1 elektron mikroskobu kullanilarak incelendi. Santrifiij
sonrasi toplanan NP peleti liyofilizatorde kurutulmus olup FE-SEM gériintiileri Sekil
Sekil 4.23 A ve 4.23 B’de gosterilmektedir. Oda sicakliginda numune tutucu iizerine 1
damla seyreltik nanopartikiil damlatilarak oda sicakliginda kurutulan nanopartikiiller FE-
SEM ile goriintiilenmis olup goriintiileri Sekil 4.24 A ve 4.24 B’de gosterilmektedir.
Uretilen plasebo ve CBD-NP’ler STEM ve FE-SEM gériintiileme oncesi saf su ile 1:20
oraninda seyreltilerek hazirlandi ve analiz 6ncesi 3 dk ultrasonik buzlu banyoda

sonikasyona maruz birakildi. STEM goriintiileri  Sekil 4.25 A ve 4.25 B’de
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gosterilmektedir. STEM analiziyle diizgiin kiiresel nanopartikiiller goriiliirken FE-SEM
analizinde neredeyse kiiresele yakin sekilsiz nanopartikiiller gozlemlenmis olup bu sonug
litreratiirdeki benzer ¢alismalarla uyumlu bulunmustir (Mahmoudi ve ark., 2021). FE-
SEM goriintiilemelerinde kismi aglomerasyon meydana geldigi tespit edilmistir. Wu ve
Clark  caligmalarinda  elektrospey  teknigi  kullanarak  farkli  ¢oziiciilerin
buharlastirilmasinin uyarlanmasu ile farkli yapilara sahip PCL nano ve mikro pargaciklari
elde etmislerdir. Nanopartikiillerinin olusmasinda aglomerasyon gozlemlenmistir. (Wu
ve Clark, 2007). Bu durum kurutma sirasinda nanopartikiiller {izerinde etkili olan suyun
ylizey geriliminden kaynaklanmis olabilir. Ayrica FE-SEM ve STEM goriintiilerinde
plasebo PCL nanopartikiiller ile 30 mg CBD enkapsiile PCL nanopartikiillerin ytlizeyleri
arasinda gozle goriiliir bir sekilde morfolojik farkliliklar mevcuttur. Bu farkliliklar

polimer yiizeyinde de yiiksek lipofilik 6zellige sahip CBD'nin adsorbe edilmesinden

kaynaklandig1 ve CBD'nin pargacik ylizeyinde de bulundugu diisiiniilebilir.

EHT = 3.00 kV Signal A= SE2 EHT = 3.00 kV Signal A = SE2
WD = 5.1 mm Mag = 200.00 K X — WD = 5.1 mm Mag = 20.00 K X

Sekil 4.23. Liyofilizasyonla kurutulan PCL nanopartikiillerin FE-SEM gdriintiilemesi
A)200 000X  B)20 000X

.

EHT = 200KV Signal A = SE2 Signal A = SE2
WD = 4.6mm Mag= 15.00 KX 4 — Mag= 10.00 KX
e AL e Lot S

Sekil 4.24. 1:20 oraninda seyreltilmis PCL nanopartikiillerin FE-SEM gériintiilemesi
A) 200 000X  B)20 000X
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EHT = 30.00 kV Signal A = aSTEM4 A ¢ \ EHT = 30.00 kV Signal A = aSTEM4 A

®
WD = 2.9 mm Mag = 100.00 K X ) — WD = 2.9 mm Mag = 100.00 K X @;

Sekil 4.25. PCL nanopartikiillerin STEM goriintiilemesi A) Plasebo PCL-NP B) 30 mg CBD enkapsiile
PCL-NP

Ayrica FE-SEM goriintiilerinde nanopartikiiller arasinda goriilen kopriiler formiilasyonda
kullanilan PVA'nin yapigkan dogasindan meydana gelmektedir. Yapisi geregi yapiskan
olan PV A'y1 partikiil yikamadan sonra bile tamamen uzaklastirmak zor olmaktadir (Fong,
1983). FE-SEM goriintiileri, tamamen polimerik bir yapiya sahip nanopartikiiller elde
edildigini dogrulamaktadir. Genel olarak, s1vi ortamda bulunan nanopartikiillerin STEM
analiz sonuglar1 ile kurutulmus partikiillere ait FE-SEM goriintiileri birbirileri ile

tamamen tutarlidir.

4.2.3. Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi sonuglar:

Etken madde ve polimer arasindaki molekiiler etkilesim hakkinda bilgi sahibi
olmak i¢in FT-IR analizi yapildi. Saf PCL ve Saf CBD’ye ait karakteristik bantlar Sekil
4.33’de ve Saf PCL, Saf CBD, Plasebo PCL nanopartikiil, CBD igeren (5 mg, 10 mg, 15
mg, 30 mg) PCL nanopartikiillere ait FT-IR spektrumlart Sekil 4.34’te verilmistir.

PCL'ye ait karakteristik bantlar 2866 cm! simetrik alifatik gerilme ve 2943 cm’!
de asimetrik alifatik gerilme olarak goriildii. Giiglii karakteristik karbonil grubu (C = O)
1720 cm™! gerilme bandinda goriildii. PCL'nin C-O ve C—C gerilme titresim bantlar1 1292
cm’! de goriildii. Ayrica simetrik C-O-C titresim bant1 1168 cm™ ve asimetrik C-O-C
titresim bant1 1238 cm™'de goriildii (Badri ve ark., 2017).
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Sekil 4.26. Saf PCL'ye ait FT-IR spektrumu (14 000 Ma)
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Sekil 4.27. Plasebo PCL nanopartikiile ait FT-IR spektrumu

CBD’ye ait karakteristik bantlar 3518 cm ™!, 3404 cm ™!, 1628 cm™! ve 1585 cm ™!
olarak tespit edildi (Vlad ,2021). CBD'nin FT-IR spektrumunda, 3404 cm ' ile 3518 cm ™
araligindaki belirgin bantlara ait molekiiler titresimler O-H (aromatik) gerilme
titresimlerine karsilik gelirken, 3074 cm™""deki bantlar C-H gerilme (fenil), 2924 cm™!
metil ve metilen gruplarinin gostergesi, 1585 cm ™! fenil halkasindaki C = C gerilme (fenil

halkasi) gostergesi, C-O gerilme titresimleri 1213 cm "de goriildii (Mogejwa ve ark.,

2022).
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Sekil 4.28. Saf CBD'ye ait FT-IR spektrumu

CBD yiiklii PCL nanopartikiillerde, 30 mg CBD igeren PCL nanopartikiile ait
FTIR skepturumunda CBD'ye ait karakteristik gruplara iliskin 1585 cm™! ve 1628 cm™!
bantlar1 gozlendi. OH grubu tarafindan olusan ¢ekme titresimi, CBD iceren PCL
nanopartikiillerin hepsinde 2860 cm ve 2945 cm’' bantlarinda mevcuttur. 1442
cm 'deki bant, metilen veya metoksi gruplarmin (C-H deformasyonu) o6zelligi
oldugundan, CBD ig¢in temsili bir bant olarak kabul edilemez (Vlad ve ark., 2021). PCL
igerisinde bulunan CBD varligi, =C—H alifatik gruplarna ait bantlarin (1585 cm™! ve
1628 cm™!) varligiyla PCL bandlari karsilastirilarak vurgulanabilir. Bu iki 6zel bant,
Andriotis ve arkadaslarinin 2020°de ve Vlad ve arkadaslarinin 2021°de yaptig
caligmalarda da gozlemlenmistir (Vlad ve ark., 2021; Andriotis ve ark., 2020).

5mg CBD NP —]|

4
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Sekil 4.29. 5 mg CBD igeren PCL nanopartikiile ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.30. 10 mg CBD igeren PCL nanopartikiile ait FT-IR spektrumu

4500
15mg CBD NP

Dalgaboyu (em™) em-1
Sekil 4.31. 15 mg CBD igeren PCL nanopartikiile ait FT-IR spektrumu

30mg CED NP —

4500
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Sekil 4.32. 30 mg CBD igeren PCL nanopartikiile ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.33. Saf PCL ve Saf CBD’ye ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.34. Saf PCL, Saf CBD, Plasebo PCL nanopartikiil, CBD igeren (5 mg, 10 mg, 15 mg, 30 mg)

PCL nanopartikiillere ait FT-IR spektrumu
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CBD igeren PCL nanopartikiillere ait FTIR spektrumlarinda CBD’nin pikleri
sadece 30 mg CBD igeren PCL nanopartikiillerde goriintiilendi, daha diisiik dozaj
miktarlar1 iceren nanopartikiillerde ise net bir sekilde gdézleenemedi. Bunun nedeni
CBD’nin 150 mg PCL polimer matriks icerisinde molekiiler halde dagilmis olmasi
olabilir (Nawaz ve ark., 2021). FTIR spektrumlarina gore elde edilen nanoparcaciklarda,

CBD ve PCL arasinda herhangi bir etkilesim veya kimyasal uyumsuzluk goriilmemistir.

4.2.4. ilac yiikleme ve kapsiilleme verimliligi

Farkli CBD miktarlar iceren enkapsiile PCL nanopartikiillerin enkapsiilasyon
etkinligi HPLC kullanilarak 205 nm dalga boyunda 3 kez dl¢liim alinarak denklem 6
kullanilarak hesaplandi.

Farkli miktarlarda CBD enkapsiile PCL nanopartikiiller (5 mg, 10 mg, 15 mg ve
30 mg CBD) i¢in kapsiilleme verimleri sirastyla %74,39, %82,06, %88,74 ve %94,75
olarak hesaplanmis olup sonuclar Cizelge 4.3’te gosterilmektedir. CBD enkapsiile PCL
nanopartikiillerin kapsiilleme verimleri CBD’nin PCL polimerine biiyiik oranda
yuklendigine isaret etmektedir.

Cizelge 4.3’te gosterildigi gibi, baslangictaki etken madde:polimer oraninin
artmasi, etken madde yiiklemesini de arttirarak, tiim durumlarda %74,39 ila %94,75
arasinda degisen enkapsiilasyon verimlerine neden oldu. Bu, kanabidioliin yiiksek
lipofilik 6zelligine atfedilebilir, bu nedenle CBD harici sulu fazda ¢6ziinmek yerine

polimer i¢inde hapsolmaya eyilim gostermistir.

Cizelge 4.3. Farkli CBD miktari1 igeren enkapsiile PCL nanopartikiillere ait kapstilleme verimleri (n=3)

NP % Kapsiilleme Verimi
5 mg CBD 74,39 1,44
10 mg CBD 82,06 0,19
15 mg CBD 88,74 +£0,95
30 mg CBD 94,75 £0,61

Abamor ve arkadaslar1 hidrofobik bir madde olan ¢orek otu yagi enkapsiile PCL
nanopartikiillerin farkli konsantrasyonlardaki kapsiilleme verimlerini 50, 100, 150 ve 200
mg/mL i¢in sirastyla %98,6, %98.8, %80,5 ve %71,6 olarak bulmuslardir (Abamor ve
ark., 2018). Mahmudi ve arkadaslar1 {irettikleri memantin yiiklii polikaprolakton
nanopartikiillerden %77 kapsiilleme verimi elde ettiklerini bildirmislerdir (Mahmoudi ve
ark., 2021). Bu sonuglara gore hidrofobiklik arttikca ekten maddenin PCL igersinde

hapsolma veriminin arttig1 sonucu ¢ikartilabilir.
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4.2.5. Reaksiyon Verimi

Denklem 7’ye gore hesaplanan reaksiyon verimi plasebo nanopartikiiller i¢in
%79,75 olarak hesaplandi. Farkli miktarlarda CBD enkapsiile PCL nanopartikiiller (5 mg,
10 mg, 15 mg ve 30 mg CBD) i¢in reaksiyon verimleri sirasiyla %75,26, %71,71, %73,71
ve %70,91 olarak hesaplandi ve sonuglar Cizelge 4.4’te gosterildi.

Cizelge 4.4. Plasebo ve farkli CBD miktar1 igeren PCL nanopartikiillere ait reaksiyon verimleri

NP % Reaksiyon Verimi
5 mg CBD 75,26
10 mg CBD 71,71
15 mg CBD 73,71
30 mg CBD 70,91
Plasebo 79,75

Abamor ve arkadaslar1 elde ettikleri ¢orek otu yagi enkapsiile PCL
nanopartikiillerin farkli konsantrasyonlardaki reaksiyon verimlerini 50, 100, 150 ve 200
mg/mL i¢in sirastyla %40,7, %48,6, %57,4 ve %51,2 olarak bulmuslardir (Abamor ve
ark., 2018). Cetin 2023 yilinda yaptig1 ¢alismada 5-Florourasil ve timokinon enkapsiile
PCL nanopartikiiller elde etmis ve 5-Florourasil enkapsiile PCL nanopartikiil i¢in %56,33
ve timokinon enkapsiile PCL nanopartikiiller i¢in %46,20 reaksiyon verimi elde etmistir

(Cetin, 2023).

4.2.6. Ia¢-polimer ¢oziiniirliigii ve uyumlulugu

Saf CBD, saf PCL ve PCL-CBD fiziksel karigimlar1 form ve bozulma agisindan
degerlendirildi. Saf CBD, saf PCL ve PCL-CBD fiziksel karisimlarina ait DSC
termogramlar1 Sekil 4.35’de ve sonuglar Cizelge 4.5’te gosterildi. Literatiirde bulunan
calismalarla uyumlu olarak, saf CBD igin erime noktasina karsilik gelen 69,82°C'de
(Mogejwa ve ark., 2022) 77.45 J/g entalpi degeri (Fraguas-Sanchez ve ark., 2020) ve saf
PCL i¢in erime noktasina karsilik gelen 68,81°C'de (Alex ve ark., 2014) 77.45 J/g entalpi
degeri (Hernan Pérez de la Ossa ve ark., 2012) keskin endotermik tepe olarak gozlendi.
Bu keskin pik CBD’nin kristal dogasi ile uyumludur.

PCL-CBD karigimlarinin termogramlari, PCL polimerinin erime endotermlerine
karsilik gelen mg cinsinden PCL/CBD 150/5 orani i¢in 68,93 °C'de 89,34 J/g entalpi,
150/10 orani i¢in 68,81 °C'de 87,76 J/g entalpi, 150/15 orani i¢in 68,71 °C'de 85,21 J/g
entalpi ve 150/30 orani i¢in 68,14 °C'de 82,46 J/g entalpi ile endoterm sergilemistir.
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CBD ve PCL’nin her ikisi de hidrofobik maddeler oldugu i¢in CBD'nin NP'lerin
icine kapsiillenmis veya NP'lerin ylizeyine adsorbe edilmis olmasi daha olasi

goriinmektedir (Badri ve ark., 2017).
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Sekil 4.35. Saf CBD, saf PCL ve PCL-CBD fiziksel karigimlarina ait DSC termogramlar1

Cizelge 4.5. Saf CBD, saf PCL ve PCL-CBD fiziksel karigimlarina ait DSC analiz sonuglari

Numune T tepe (°C) AH (J/g)

Saf PCL 68,81 99,41
Saf CBD 69,82 77,45
150/5 68,93 89,34
150/10 68,81 87,76
150/15 68,71 85,21
150/30 68,14 82,46

4.3. In Vitro Salim Calismalari Sonuglari

In vitro ilag salim galismalar1, mide ve bagirsak ortamini simiile etmek icin pH
1,2 ve pH 7,4’de 37°C'de, pH 1,2 i¢in 8 saat ve pH 7,4 i¢in 96 saat boyunca
gergeklestirildi. Olgiimler pH 1,2 mide ortami icin 8 saat boyunca her saat bas1 3 tekrarli
sekilde UV/Vis spektofotometresi kullanilarak 205 nm dalga boyunda yapildi.
Kalibrasyon egrisi satin alinan kanabidiol standarti ile 0,50 - 0,75 -1-2,5—-5- 10 pg/mL
(ppm) (r*= 0,9962) araliginda olusturuldu ve Sekil 4.36°da gosterildi.
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Sekil 4.36. CBD’ye ait 6 noktali UV spektrofotometrede elde edilen kalibrasyon egrisi

Bagirsak ortam1 pH 7,4 icin 6l¢limler salim ¢aligmasinin basladigi giin itibari ile
8 saat boyunca her saat basi, 5 giin boyunca 24 saatte bir kez alinarak 205 nm dalga
boyunda 3 tekrarli sekilde HPCL ile analiz edildi. CBD’nin tespitinde uygun dalga
boyunun belirlenmesi i¢in CBD standardi Diode Array (PDA/DAD) dedektorlerde 190-
820 nm dalga boyu araliginda tarama yapilarak 205 nm olarak tespit edildi. Kalibrasyon
egrisi kanabidiol standardi kullanilarak 0,1 - 0,25 - 0,50 - 0,75 -1-2,5-5-10 pg/mL
(ppm) (r* = 0,9997) araliginda belirlendi ve Sekil 4.37de gosterildi.
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Sekil 4.37. CBD’ye ait 8 noktali HPLC’de elde edilen kalibrasyon egrisi

pH 1,2 i¢in zamana kars1 kiimilatif etken madde salim yiizdesi grafigi Sekil
4.38'de ve pH 7,4 i¢in zamana kars1 kiimiilatif etken madde salim yiizdesi grafigi Sekil
4.39'da verilmektedir. Ug tekrarli 6lgiilen her bir zaman noktasindaki standart sapma
%?2'den az olarak tespit edildi.

Iki farkli pH icin ilk 8 saatteki kiimiilatif salim yiizdeleri kiyaslandiginda pH
7,4°te 5 mg, 10mg, 15mg ve 30mg CBD enkapsiile PCL nanopartikiiller i¢in sirasiyla
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%16,76, %23,10, %21,79 ve %27,31 olarak tespit edilirken pH 1,2 i¢in %9,23, %12,39,
%12,95 ve %16,60 salim yaptiklar1 tespit edildi. Iki farkli pH’a ait kiimiilatif salim
ylizdeleri pH 1,2 i¢cin Cizelge 4.6’da, pH 7,4 i¢in Cizelge 4.7’ de gosterildi.

30
25
=
£ 20
& - ——5/150
= —+10/150
g 10 15/150
=
¥ 5 —=-30/150

0

0 2 4 6 8 10
Zaman (saat)

Sekil 4.38. pH 1,2 mide ortaminda CBD enkapsiile PCL nanopartikiillere ait in vitro salim profili
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Sekil 4.39. pH 7,4 bagirsak ortamimda CBD enkapsiile PCL nanopartikiillere ait in vitro salim profili

Cizelge 4.6. pH 1,2 mide ortaminda CBD enkapsiile PCL nanopartikiillere ait in vitro % salim sonuglari
(n=3)



Zaman (saat) 5 mg NP 10 mg NP 15mg NP 30 mg NP
1 1,28 +£0,02 1,44 +0,08 1,62 +£0,04 2,65 +0,10
2 2,21 +0,01 2,51 +0,01 2,93 +0,01 5,06 +£0,01
3 3,00 £0,01 3,53 +0,01 4,42 +0,01 6,88 £0,01
4 4,05 +0,03 4,84 +£0,02 5,90 +0,01 10,24 +0,01
5 5,24 +£0,03 6,62 +0,02 8,31 +0,01 12,35 +0,01
6 6,42 +0,02 7,82 +0,02 9,18 +£0,02 13,49 +0,01
7 7,78 £0,03 10,26 +£0,02 12,86 0,01 16,62 £0,01
8 9,67 £0,03 12,39 +£0,02 14,43 +£0,02 18,79 +£0,03
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Cizelge 4.7. pH 7,4 bagirsak ortaminda CBD enkapsiile PCL nanopartikiillere ait in vitro % salim
sonuglari (n=3)

Zaman (saat) 5 mg NP 10 mg NP 15mg NP 30 mg NP
1 1,44 £0,02 2,19 +£0,08 2,21 +0,04 3,96 £0,10
2 2,51 +£0,25 5,74 £0,14 4,65 £0,02 8,00 +£0,10
3 4,55 40,24 8,10 0,17 6,91 £0,01 11,98 £0,10
4 6,67 £0,17 10,37 £0,18 9,24 £0,07 16,11 £0,09
5 8,91 +0,18 12,82 £0,11 12,17 £0,16 18,68 +£0,08
6 10,97 +£0,22 16,34 +£0,05 14,42 +0,18 21,34 +0,10
7 13,87 +£0,23 19,84 £0,27 18,12 £0,17 24,23 +£0,12
8 16,76 £0,21 23,10 £0,27 21,79 +£0,19 27,31 +£0,13

24 32,65 40,18 37,06 +£0,26 37,63 +£0,39 46,89 £0,29
48 45,02 £0,55 51,99 +0,80 55,87 £0,46 63,27 +0,18
72 58,23 +0,83 66,03 +£1,16 72,17 £0,85 79,60 +0,48
96 71,81 +0,84 79,47 £1,29 88,16 +0,82 94,28 +0,65

8 saatin sonunda pH 1,2 asidik mide ortamda salinan kiimiilatif etken madde
ylizdesi, pH 7,4 bagirsak ortaminda salinan etken madde yilizdesinden 5 mg, 10 mg, 15
mg ve 30 mg CBD enkapsiile PCL NP’ler i¢in sirasiyla %81,7, %46,4, 35,9 ve 39,2 daha
az oldugundan dolayi, PCL ile sentezlenen CBD NP’lerin hidrofilik ilaglar i¢in pH
duyarli nano tasiyicilar oldugu onerilebilir (Saqib ve ark., 2020). pH 7,4 mide vasatinda
96. saatin sonunda 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 30 mg CBD enkapsiile PCL nanopartikiiller
icin sirastyla %71,84, %79,47, %88,16 ve %94,28 olarak bulundu. 96 saat boyunca yavas
ve uzun bir salim yapmasi, PCL’nin hidrofobik matrisin ¢ekirdegindeki ilacin diflizyonu
ile ilgili olup (Chen ve ark., 2012; de la Ossa ve ark., 2012) ve PCL'nin hidrofobik
karakterinden kaynaklanmaktadir. En kristalli ve hidrofobik polimerler, en yavas
bozunma oranini sergilerler. Ayrica bu yavag salim PCL nanopartikiillerin yilizeyinde az
miktarda da olsa CBD adsorbe edildiginin de gdstergesidir ¢iinkii CBD dogas1 geregi
hidrofobik oldugundan PCL nanopartikiil matrisinden salinma ¢ok daha azdir (Snehalatha

ve ark., 2008).
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Mevcut caligmada tercih edilen PCL molekiil agirligi bagirsak ortaminda 96 saate
kadar uzaltilmis ve 96. saatin sonunda 30 mg CBD enkapsiile PCL NP i¢in %100’e yakin
bir salim ger¢eklesmistir (%94,28). Bu nedenle salim calismalari 96 saate kadar
uzatilmistir. Bu durum, bu tez calismasinda kullanilan polimerlerin diisiik molekiiler
agirhgindan  kaynaklanmaktadir. Lamprecht ve arkadaglart salim ortamindaki
polimerlerin yavas bozunmasi nedeniyle molekiil agirligi daha yiiksek polimerlerden

salimin aylarca uzatilabilecegini bildirmislerdir (Lamprecht ve ark., 2000).

4.3.1. In vitro salim kinetikleri

CBD enkapsiile PCL NP’lere ait salim verileri, salim kinetigini belirlemek ve
salim siirecini anlamak i¢in sifirinc1 derece, birinci derece, Higuchi, Korsmeyer-Peppas
ve Hixson-Crowell kinetik modellerine uyarlandi ve hesaplanan kolerasyon katsayilari

pH 1,2 i¢in Cizelge 4.8 ve pH 7,4 icin Cizelge 4.9°da gosterildi.

Cizelge 4.8. pH 1,2 mide ortam1 igin kinetik modellere ait kolerasyon katsayilari

Sifirinc Birinci Korsmeyer- . . Hixson-

NP Derece Derece Peppas Higuchi Crowell
5/150 0,9878 0,9846 0,9883 0,8739 0,9859
10/150 0,9813 0,9760 0,9839 0,8509 0,9781
15/150 0,9843 0,9790 0,9804 0,8601 0,9811
30/150 0,9956 0,9957 0,8222 0,8739 0,9959
Ortalama 0,9873 0,9838 0,9687 0,8647 0,9853

Cizelge 4.9. pH 7,4 bagirsak ortami i¢in kinetik modellere ait kolerasyon katsayilar1

Sifirinct Birinci Korsmeyer- . . Hixson-

NP Derece Derece Peppas Higuchi Crowell
5/150 0,9619 0,9908 0,9541 0,9883 0,9868
10/150 0,9476 0,9882 0,9035 0,922 0,9838
15/150 0,9659 0,9783 0,9330 0,9907 0,9909
30/150 0,9414 0,9621 0,8569 0,9883 0,9852
Ortalama 0,9542 0,9799 0,9119 0,9899 0,9867

Oral yolla ilag aliminda ilacin midede kalma siiresi kisinin interdigestif veya
sindirim durumunda olmasina bagli olarak 5 dakika ile 5 saat arasinda degisiklik
gostermektedir (Soppimath ve ark., 2001). Tok midede ise bu siire 8 saate kadar
cikmaktadir (Waterman, 2007). Bu tez kapsaminda, CBD’nin gida takviyelerinde
kullanilmas1 igin elverisli bir dozaj formu gelistirilmesi amaci ile gida takviyesinin
midede en fazla 8 saat kalacagi goz Oniinde bulundurularak in vitro salim kinetigi
caligsmalar1 mide ortami pH 1,2 de saat 8 siirdiiriilmiistiir. Cizelge 4.8’daki sonuglara gére

4 farkli CBD miktar1 iceren NP’lere ait en yiiksek kolerasyon sayisi ortalama 0,9873
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olarak Sifirinc1 Derece Salim Kinetik model tespit edildi. Bu modele gore etken maddenin
derisiminden bagimsiz bir sekilde ayn1 zaman periyotlarinda ayn1 miktar etken madde
salimi1 yaptigini1 gostermektedir (Bruschi, 2015). Bunun nedeni CBD'nin kismen de olsa

parcacik yiizeyinde de bulundugunun gdéstergesi olabilir.
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Sekil 4.40. pH 1,2 mide ortamu i¢in sifirinci derece kinetik modeli grafikleri A) 5/150 CBD/PCL B)
10/150 CBD/PCL C) 15/150 CBD/PCL D) 30/150 CBD/PCL

Cizelge 4.9°de gosterilen sonuglar, CBD enkapsiile PCL NP'lerin pH 7,4 bagirsak
ortaminda saliminin Higuchi kinetik modeline gore gerceklestigini gostermektedir. Bu
model, homojen matris sisteminden ila¢ salimini zamanin karekokiine bagli olarak
kontrol edildigini ve salimin Fickian diflizyonu ile gergeklestigini gostermektedir
(Higuchi, 1963). Bu kinetige gore, ilacin salim miktarinin zamanla azaldigr anlamina
gelmektedir. Bu durumun sebebi, ilacin baglangigta en kisa diflizyon yolunu olusturan
ylizey bolgesinden salinmasindan kaynaklanmaktadir. Ancak ilacin ¢dziinme siireci
ilerledikge, ¢coziinme ortamina maruz kalan etken madde alan1 azalmaktadir. Yiizeydeki
etken madde miktar1 tiikendikten sonra, film tabakasinin bir sonraki katmani ilac1 salmaya

baslayarak, difilizyon yolunun uzunlugunun artmasina neden olur.
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Sekil 4.41. pH 7,4 bagirsak ortami i¢in Higuchi kinetik modeli grafikleri A) 5/150 CBD/PCL B) 10/150
CBD/PCL C) 15/150 CBD/PCL D) 30/150 CBD/PCL

Ayrica, Higuchi modeli, Fickian difiizyonun yami sira etken madde salim
mekanizmasina etki eden polimer zincirlerinin gevsemesini de dikkate alarak, etken
madde salim mekanizmasina etkisini gostermektedir (Monteiro ve ark., 2016). Bagirsak
ortami c¢aligmalarinda hesaplanan sonug literatiirdeki diger ¢alismalarla da uyumludur

(Kolluru ve ark., 2020; Monteiro ve ark., 2016; Mello ve Ricci-Junior, 2011).

4.4. In Vitro Hiicre Proliferasyon Testi

CBD etken maddesinin L929 normal fibroblast ve MCF-7 meme kanseri
hiicreleri tizerinde etkisinin belirlenmesi i¢in in vitro hiicre proliferasyon testi yapilmistir.
Test sonuglarina gore meme kanserine model olarak kullanilan MCF-7 hiicreleri L929
hiicreleriyle karsilastirildiginda CBD’ye karst daha direngli bir ¢ogalma profili

sergilemistir. Farkli zaman dilimlerinde hesaplanan ICso degerleri Cizelge 4.10‘da

verilmektedir.
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Cizelge 4.10. CBD etken maddesinin hiicre ¢cogalmasi lizerine etkisi

Zaman (saat) ICso (uM)
Hiicre hatt1
L929 MCF-7
24 0,79 + 0,08 19,88 £ 0,87
48 1,12 + 0,05 18,73 £0,75
72 6,17+0,12 18,17 £ 0,82

CBD’nin 1929 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkisi hiicrelerin maruz
kaldiklar siire arttik¢a azalmistir. CBD’nin normal fibroblast hiicrelerine sitotoksik etkisi
24, 48, 72 saatte sirasiyla azalmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.42). Bu durum hiicre sayisi
attikca her hiicreye diisen CBD konsantrasyonunun azalmasindan kaynaklanmig olabilir.
CBD’nin MCF7 meme kanseri hiicreleri iizerine antiproliferatif etkisi L929 hiicrelerine
oldugundan daha az olmakla beraber zamana bagli anlamli bir farklilik goéstermemistir
(Cizelge 4.10, Sekil 4.43). CBD normal fibroblast hiicrelerine meme kanseri hiicrelerine
olan etkiyle karsilastirildiginda 72 saat sonunda 3 kat daha fazla antiproliferatif etki
olusturmustur. Bu durum kanser hiicrelerinin gesitli etken maddelere gostermekte oldugu
ilag direncliliginden ileri geliyor olabilir. Boliim 4.8’de verilen Molekiiler Yerlestirme
calismamizin sonucuna CBD’nin ratlatda damar yolundan uygulandiginda LDso degeri kg
basina 799 mg oldugu ve oral uygulamada giivenli bulunmustur.

Mato ve arkadaglar1 bir ¢aligmalarinda 10 pM CBD’nin 24 saat uygulamasinin
oligodentrosit sinir hiicrelerinde %30 antiproliferatif etki gdsterdigini belirtmislerdir (Mato
ve ark., 2010). Bu tez calismasindaki sonuglar CBD’nin normal ve kanserli hiicrelerin
cogalmasini azaltict etki yaptigin1 gostermektedir. CBD’nin kanser tedavisinde etkisinin
degerlendirilebilmesi i¢in normal hiicreler zarar vermemek adina kanserli dokulari
hedeflemeye yonelik nano formiilasyonlar gelistirilebilir. CBD’nin kanser hiicrelerini
hedefledigi NP formiilasyonu tasariminda NP’ler {izerinde kanser dokusuna yonelik
hedeflendirme modifikasyonlarina ihtiya¢ duyulacaktir. Bu modifikasyonlar antikanser
CBD-NP formiilasyonunun normal dokulara zarar vermeden kanser dokusuna ulagmasini

saglamalidir.



Sekil 4.42. CBD’nin farkli konsantrasyonlarinin L.929 hiicrelerine zamana bagli etkisinin ters mikroskop altinda gosterilmesi (10 X)
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Sekil 4.43. CBD’nin farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerine zamana bagl etkisinin ters mikroskop altinda gosterilmesi (10 X)
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4.5. PCL-NP’lerin Hiicre icerisine Alimi Testi
Nil kirmizis1 floresan boya enkapsiile edilmis PCL nanoparcaciklarin 1929
fibroblast hiicreleri tarafindan hiicresel alimi floresan mikroskobu altinda goriintiilendi.

L929 hiicrelerinin 151k mikroskopu goriiniimii ve floresan goriintiileri Sekil 4.44 ve

4.45’de gosterilmektedir.

Sekil 4.44. Ters (invert) floresan mikroskobu altinda 1929 hiicrelerinin filtre aktif edilmeden dnceki
goriiniimii A) 40X, B) 60X

sitoplazma

cekirdek

hiicre

disi

Sekil 4.45. Ters (invert) floresan mikroskobu altinda 1929 hiicrelerinin floresan filtre aktif durumdayken
goriinimii A) 40X, B) 60X

L929 fibroblast hiicrelerinin hiicresel alimini incelemek i¢in nanoparcaciklarla
37°C'de 2 saat inkiibasyonun ardindan alinan floresan mikroskobu goriintiilerinde
nanopartikiillerin hiicreler i¢cinde 6nemli bir ig¢sellestirme gosterdigini ve tutuldugunu
ortaya koymustur. Bu sonuglar dogrulusunda etken madde yiiklii PCL nanopartikiil
sistemlerinin ilaglar1 herhangi bir ilave islevlendirme olmaksizin dogrudan hiicrelere ilag

tasiyici olarak kullanilabilecegini gdstermektedir.
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4.6. Kenevir Tohumu Yag1 Analiz Sonuclar
Yagin kalitesini belirlemek, gida takviyesi olarak kullaniminin uygunlugunu ve
raf Omriinii etkileyen faktorlerin tespiti i¢in soguk sikim kenevir tohumu yagina serbest

yag asitligi, peroksit sayisi analizi ve yag asitleri kompozisyonu analizi yapildi.

4.6.1. Serbest yag asitligi analiz sonuclar

Serbest Yag Asitleri (FFA) bitkisel yaglarin {liretimi ve raf Omriiniin
belirlenmesindeki en Onemli kalite parametrelerinden birisidir ve trigliserit yapida
olmayan ve serbest halde bulunan yag asitleridir. Soguk sikim kenevir tohumu yagina ait

serbest yag asitligi analiz sonucu 1,75 £0,006 olarak hesaplandi (n=3).

4.6.2. Peroksit sayis1 analiz sonuclari

Peroksit sayisi bitkisel yaglarda bulunan aktif oksijen miktarinin bir dl¢tisiidiir. 1
kg Dbitkisel yagda bulunan peroksit oksijeninin miliekivalen gram olarak
tanimlanmaktadir ve bitkisel yaglarin bozularak birincil oksidasyon iiriinlerinin olusmasi
ve acilagmasinin tespitindeki en onemli kalite parametrelerinden birisidir. Soguk sikim

kenevir tohumu yagina ait peroksit sayis1 7,76 +0,21 olarak hesaplandi.

4.6.3. Yag asitleri kompozisyonu analizi

Soguk sikim kenevir tohumu yaginin GC-FID analizi 6ncesinde metil esterleri
tiirevlerine doniistiirdiigiimiiz yag asitlerinin tespiti i¢in 37 bilesenli FAMEMIX karisimi1
standard1 kullanildi ve 37 yag asidi bileseninin alan dagilimi1 Sekil 4.46’da ve Cizelge
4.11°de gosterildi.

Soguk sikim kenevir tohumu yagina ait esansiyel yag asitlerinin tespiti ig¢in 37
bilesenli FAMEMIX karisimi alikonma zamanlar1 referans alinarak metil ester

kompozisyonu yiizde alan cinsinden hesaplanmalar1 yapildi.
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Cizelge 4.11. 37 bilesenli FAMEMIX karigimi standardinda bulunan yag asitlerinin alikonma zamanlari,

%Alan ve %Yikseklik sonuglari (GC)

Sira  Alikonma Adi %Alan %Yiikseklik
Zamani
(dk)
1 6,902 C 4:0 Biitirik Asit 8,894 20,773
2 7,443 C 6:0 Kaproik Asit 3,030 2,731
3 8,354 C 8:0 Kaprilik Asit 3,393 3,357
4 9,989 C 10:0 Kaprik Asit 3,582 3,729
5 11,151 C 11:0 Undekanoik Asit 1,804 1,893
6 12,551 C 12:0 Laurik Asit 3,688 3,853
7 14,136 C 13:0 Tridekanoik Asit 1,845 1,923
8 15,880 C 14:0 Miristik Asit 3,739 3,612
9 17,384 C 14:1 Miristoleik Asit 1,850 1,896
10 17,676 C 15:0 Pentadekanoik Asit 1,864 1,908
11 19,220 C 15:1 cis-10-Pentadekanoik asit 1,861 1,890
12 19,543 C 16:0 Palmitik Asit 5,695 4,399
13 20,801 C 16:1 Palmitoleik Asit 1,888 1,907
14 21,324 C 17:0 Heptadekanoik Asit 1,898 1,793
15 22,589 C 17:1 cis-10-Heptadekanoik Asit 1,920 1,902
16 23,121 C 18:0 Stearik Asit 3,893 2,929
17 23,862 C 18:1 n-9 trans-Oleik Asit 1,906 1,765
18 24,207 C 18:1 n-9 cis Oleik Asit 3,922 3,326
19 25,081 C 18:2 n-6 trans-linoleik Asit 1,942 1,934
20 25,804 C 18:2 n-6 cis Linoleik Asit 1,990 1,993
21 26,512 C 20:0 Arasidik Asit 3,957 2,465
22 26,992 C 18:3 n-6 gama Linolenik Asit 1,943 1,951
23 27,482 C 20:1 n-9 Gondoik Asit 1,937 1,800
24 27,643 C 18:3 n-3 alfa Linolenik Asit 1,959 1,958
25 28,083 C 21:0 Heneikosanoik Asit 1,991 1,463
26 29,007 C 20:2 cis-11,14-eikosadienoik Asit 1,963 1,869
27 29,662 C 22:0 Behenik Asit 4,060 2,508
28 30,116 C 20:3 n-6 cis-8,11,14-eikosatrienoik Asit 1,968 1,926
29 30,569 C 22:1 n-9 Erusik Asit 1,978 1,643
30 30,743 C 20:3 n-3 cis-11,14,17-eikosatrienoik Asit 1,925 1,769
31 30,994 C 20:4 n-6 Arasidonik Asit 1,980 1,822
32 31,139 C 23:0 Trikosanoik Asit 2,017 1,424
33 32,073 C 22:2 cis-13,16-dokosadienoik Asit 1,951 1,685
34 32,715 C 24:0 Lignoserik Asit 4,058 1,784
35 32,900 C 20:5 n-3 cis-5,8,11,14,17-eikosapentaenoik Asit 1,878 1,703
36 33,704 C 24:1 n-9 Nervonik Asit 1,987 1,338
37 37,599 C 22:6 n-3 cis4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic Asit 1,843 1,379
Toplam 100 100

Soguk sikim kenevir tohumu yagina ait yag asitlerinin 37 bilesenli FAMEMIX

standardina gore palmitik asit bagil alikonma zamani yaklasik 19,543 dakika, stearik asit
yaklagik 23,121 dakika, oleik asit yaklasik 24,207 dakika, linoleik asit yaklasik 25,804,
a-linolenik asit yaklagik 27,643 dakika, y-linolenik asit yaklasik 26,992 dakika, arasidik
asit yaklasik 26,512 dakika, gondoik asit yaklasik 27,482 dakika ve behenik asit yaklasik

26,992 dakika olarak hesaplandi. Soguk sikim kenevir tohumu yaginda ise baskin yag
asidinin C18:2 (%53,54) oldugu belirlendi. Sonuglar Sekil 4.73°de ve Cizelge 4.12°de

gosterildi.
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Cizelge 4.12. Soguk sikim kenevir tohumu yagina ait yag asitleri, altkonma zamanlari ve

Y%Jkonsantrasyonlari
Sira  Alikonma Zamani Adi %Konsantrasyon
1 19,157 C 16:0 Palmitik Asit 6,497
2 22,714 C 18:0 Stearik Asit 3,753
3 23,808 C 18:1 n-9 cis Oleik Asit 18,332
4 25,451 C 18:2 n-6 cis Linoleik Asit 53,547
5 26,061 C 20:0 Arasidik Asit 1,363
6 26,529 C 18:3 n-6 gama Linolenik Asit 0,716
7 27,026 C 20:1 n-9 Gondoik Asit 0,532
8 27,183 C 18:3 n-3 alfa Linolenik Asit 14,707
9 29,153 C 22:0 Behenik Asit 0,553
Toplam 100

Tiirk Farmakope Dergisi Milli Monografi'na gore kenevir tohumu yagina ait yag
asitlerinin olmasi gereken kabul araliklar1 C16:0 palmitik asit %4-9 araliginda, C18:0
stearik asit %1-5 aralifinda, C18:1 (n-9) oleik asit %8-20 araliginda, C18:2 (n-6) linoleik
asit %46-65 araliginda, C18:3 (n-3) a-linolenik asit %14-28 araliginda, C18:3 (n-6) y-
linolenik asit en fazla %5, C20:0 arasidik asiten fazla %2, C20:1 (n-9) eikosenoik asit en
fazla %1, C22:0 behenik asit en fazla %0,6 olarak verilmistir (Selvi ve ark., 2019). Bu
monografa gore bu tez calismasinda kullanilan kenevir tohumu yagimin biitiin yag asit

degerleri uygundur.

4.7. Nihai Uriiniin Farmasotik Etkinlik ve Kalite Kontrol Test Sonuclar
4.7.1. Agirhk sapmasi

Yumusak jelatin kapsiilleme isleminden sonra elde edilen nihai {iriinden 20 tane
dolu kapsiil Ph. Eur. 2.9.5’e gore sirayla hassas terazide tartildi, kapsiiller bosaltilip bos
kapstiller tekrar sirayla tartildi. Agirlik sapmasi analizi sonucunda minimum yag agirligi
939 mg ve maksimum yag agirlig1 1030,2 mg ve ortalama yag agirhig 984,6 +25,1 mg
olarak tespit edildi ve sonuglar Tablo 4.13’de verildi.

20 kapsiil ile yapilan analiz sonucuna gore her kapsiile ait agirlik sapmasi,
ortalama agirligin %10 undan kiiciiktiir. Bu sonuglara gore iiretim siirecindeki dozajlama
hatasinin kabul edilebilir 6l¢iilerde oldugunu ve {riinlerin belirtilen etken madde
miktarlarina uygun ve bagsarili bir sekilde yumusak jelatin kapsiil igerisine

dolduruldugunu gosterir (Asaad, 2022).
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Cizelge 4.13. Yumusak jelatin kapsiil agirlik sapmasi sonuglari

no  Dolu Kapsiil (mg) Bos Kapsiil (mg) Yag Agirligi (mg)

1 1275,3 301,3 974,1
2 1261,4 305,4 956
3 1284 293,8 985,1
4 1279 308,6 970,4
5 1256,4 309,8 946,4
6 1289,1 306,4 982,7
7 1236,1 295.6 940,6
8 1283 304,4 978,6
9 1278,5 316 962,7
10 1268,6 304,2 964,2
11 1239,2 300,1 939
12 1311,2 307,6 1003.6
13 1300,2 313,5 986,6
14 13274 302 1025,5
15 1362,8 300 962,8
16 1328,5 2982 1030,2
17 12828 309,7 973,3
18 1256,6 302.9 953,7
19 1249 301,6 947,7
20 12784 304,6 973,9
Ortalama 984,6

4.7.2. Dagilma testi

Europen Farmakope 2.9.1°e gore hazirlanan suni mide ortaminda (pH 1,2) ve suni
bagirsak ortaminda disintegration cihazi ile 37+2°C sicaklikta yapilan analiz sonuglarina
gore yumusak jelatin kapsiiller suni mide ortaminda 6 dk. 13 sn. ile 6 dk. 58 sn. arasinda
ve suni bagirsak ortaminda 7 dk. 33 sn. ile 8 dk. 04 sn. arasinda tamamen dagildi. Ph. Eur.
2.9.1 kalite standardina gdre dagilma zaman1 maksimum 30 dakika oldugunu dikkate
alarak, suni mide ve suni bagirsak ortamlarinda yapilan testlerin kabul edilebilir stireler

igerisinde tamamlandigini géstermektedir.

4.8. Molekiiler Yerlestirme Calismalar:
Elde edilen nihai iiriin otomatik blister makinasinda her blisterde 10 adet kapsiil
bulunacak sekilde el degmeden blisterlenerek kutulandi. Kutu mukavemetinin saglanmasi

icin 300 g Amerikan Bristol kutu kullanild1 (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. Nihai {iriin prototipi (Modifiye Salim Nano CBD)

4.9. Molekiiler Yerlestirme Calismalar:
4.9.1. Molekiiler yerlestirme sonuclari

CBD molekiiliiniin literatiir taramasi sonucunda secilen 6 farkli reseptorlere (CB1,
CB2, 3-OP, GPR55, TRPV1 ve 5-HT1A) In silico olarak molekiiler yerlestirme yontemi
ile kenetlenme islemi yapildi ve Gibbs serbest enerjileri (AG) hesaplandi. Her bir
reseptore ait en yliksek afinite degerleri Cizelge 4.14’te gosterildi.

Cizelge 4.14. CBD’nin CB1, CB2, 6-OP, GPR55, TRPV1 ve 5-HT1A reseptorlerine molekiiler
yerlestirme iglemi sonuglari

Reseptor Reseptor Adi Baglanma Etkilesim tiirii
Kodu Enerjisi
(Kcal/mol)
5009 CB1 -9,3 Alkil, Pi-Alkil, Pi-Pi Yigin1, Pi-Sigma, Van Der
Waals

5ZTY CB2 -9.8 Alkil, Pi-Alkil, Van Der Waals

4N6H Insan Delta-Opioid -8.8 Alkil, Olumsuz Pozitif-Pozitif Etkilesimi, Pi-
Reseptoril Alkil, Van Der Waals

4EA3 N-OFQ Opioid -9,0 Alkil, Konvensiyonel Hidrojen Bagi, Pi-Alkil,
Reseptori Van Der Waals

TE2Y Serotonin 1A (5- -7,2 Alkil, Konvensiyonel Hidrojen Bagi, Pi-Alkil,
HT1A) Pi-Katyon, Van Der Waals

3J5Q TRPV1 -8,8 Pi-Alkil, Van Der Waals




75

CBI1 reseptoriine karst CBD’nin en yiiksek afiniteye sahip tutunma pozisyonu

Sekil 4.49°da gosterilmistir. CBD CB1 reseptoriine -9,3 Kcal/mol ile baglanmistir.

onal Use Only

Sekil 4.49. En yiiksek enerjiye sahip kanabidiol analogunun CBI1 reseptoriine kars: etkilesimi

CBD izoldsin 297, Tirozin 296 ve Fenilalanin 208 ile Van Der Waals bag, Tirozin
215 ile Pi Sigma bag1, Alanin 211 Alanin 293 ve Izoldsin 212 ile Pi Alkil bag1, Fenilalanin
289 ile Pi-Pi y1gin bagi ve Tirozin 292 ile Alkil bagi yapmistir ve Sekil 4.50’de
gosterilmistir.

ILE TYR
A:297 A:292

TYR AN

A:296

TYR ALA ) PHE
A:215 A:293 A:289
PHE
A:208
ALA
L ILE
A211 A212
Interactions
van der Waals Alkyl
Pi-Sigma Pi-Alkyl

Pi-Pi Stacked

Sekil 4.50. CBD'nin CBI1 reseptdriine baglanma etkilesimlerinin iki boyutlu ¢izimi
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CB2 reseptoriine karst CBD’nin en yiiksek afiniteye sahip tutunma pozisyonu

Sekil 4.51°de gosterilmistir. CBD CB2 reseptoriine -9,8 Kcal/mol ile baglanmistir.

Sekil 4.51. En yiiksek enerjiye sahip kanabidiol analogunun CB2 reseptoriine karsi etkilesimi

CBD, CB2 reseptorii ile Losin 167 Triptofan 172 Serin 193 ve Fenilalanin 197 ile
Van Der Waals, Tirozin 190 Triptofan 194 Fenilalanin 200 ve Losin 196 ile Alkil bagi,
Valin 164 ile Pi-Alkil bag1 yapmistir ve Sekil 4.52°de gosterilmistir.

PHE LEU

TRP .
A:194 A:200 PHE A:196

A:197

VAL
A:164 SER
A:193

TYR ;({7

A:190 TRP
A:172

LEU
A:167 \3

Interactions
wan der Waals Pi-Alkyl
Alkeyl

Sekil 4.52. CBD'nin CB2 reseptdriine baglanma etkilesimlerinin iki boyutlu ¢izimi
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Human Delta-Opioid reseptoriine karsi CBD’nin en yiiksek afiniteye sahip
tutunma pozisyonu Sekil 4.53’te gosterilmistir. CBD CB2 reseptoriine -8,8 Kcal/mol ile

baglanmustir.

onal Usze Only

Sekil 4.53. En yiiksek enerjiye sahip kanabidiol analogunun Insan Delta-Opioid reseptdriine kars
etkilesimi

CBD, Insan Delta-Opioid reseptérii ile Lizin 214 ile Olumsuz Pozitif-Pozitif
etkilesimi, Triptofan 207 Serin 206 Aspartat 210 ve 128 Metiyonin 199 Losin 200 ve 125
Tirozin 129 ve 109 izoldsin 304 Van Der Waals bagi, Fenilalanin 202 ile Alkil bag1 ve
Losin 300 ve Histidin 301 ile Pi Alkil bagi yapmustir ve Sekil 4.54’de gosterilmistir.

ALZE
TYR LEU LEU
; 4 Al29 A125 ASZ00
MET -
Al99 e .!;HBIJCSI
LU “»
PHE A200 - .
A:202 *
5ER
A“206 AY TYR
T ALDD
A210
TRP 1
A207 y ILE
A:304
Interactions . 1 Al
] wan der Waals l 'I
| Pi-Allcyl
- Unfavorable Positive -Positive |

Sekil 4.54. CBD'nin Human Delta-Opioid reseptoriine baglanma etkilesimlerinin iki boyutlu ¢izimi
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N-OFQ Opioid reseptoriine karsi CBD’nin en yiiksek afiniteye sahip tutunma
pozisyonu Sekil 4.55’te gosterilmisti. CBD CB2 reseptoriine -9,0 Kcal/mol ile

baglanmistir.

Sekil 4.55. En yiiksek enerjiye sahip kanabidiol analogunun N-OFQ Opioid reseptdriine karst etkilesimi

CBD, N-OFQ Opioid reseptorii ile Glisin 212 Konvensiyonel Hidrojen bagi,
Glutamin 208 ve 280 ve 291 Glisin 287 ve 286 Fenilalanin 215 ve 220 L&sin 284 Tirozin
131 ile Van Der Vaals bag1, Alanin 216 izolosin 204 ile Alkil bagi ve Izoldsin 219 Valin
283 ile Pi Alkil bag1 yapmistir ve Sekil 4.56’da gosterilmistir.

TYR
Al3l
ILE
A 219 GLMN
A291
ffl'lx
LEU
A2BY GLN
PHE A286
A220
L8}
PHE
GLN A215 WAL
AZ2B0 A283
GLY
A2BT
ALA
A216
G LY ILE
A212 A204 GLMN
A208
Interactions
van der Waals Alkyl
Pi-aAlkyl

Conwventional Hydrogen Bond

Sekil 4.56. CBD'nin N-OFQ Opioid reseptoriine baglanma etkilesimlerinin iki boyutlu ¢izimi
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Serotonin 1A reseptoriine karst CBD’nin en yiiksek afiniteye sahip tutunma
pozisyonu Sekil 4.57°de gosterilmistir. CBD Seratonin 1A reseptoriine -7,2 Kcal/mol ile

baglanmistir.

Sekil 4.57. En yiiksek enerjiye sahip kanabidiol analogunun Serotonin 1A (5-HT1A) reseptoriine karsi
etkilesimi

CBD, Serotonin 1A reseptorii ile Histidin 62 ile Pi Katyon bagi, Sistein 233 ile
Konvensiyonel Hidrojen bagi, Fenilalanin 278 234 151 Serin 191 Arjinin 150 Valin 320
Prolin 194 ile Van Der Waals bagi, Prolin 107 ve 192 ile Alkil bag1 ve Losin 192 ile Pi
Alkil bag1 yapmistir ve Sekil 4.58de gdsterilmistir.

SER
PHE
PHE B:234 B:191
B:278 CYs
B:233
_,:lr;\
ARG
B:150
PRO |
B:194 o
HIS
PRO B:62
B:236
VAL PHE
B:320 B:151
PRO LEL
B:107 B:192
Interactions
|_| wan der \Waals
[ conventional Hydrogen Bond [ ] Ak
| | Pi-Cation [ Pi-Alkcyl

Sekil 4.58. CBD'nin Serotonin 1A (5-HT1A) reseptoriine baglanma etkilesimlerinin iki boyutlu ¢izimi
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TRPV1 reseptoriine karst CBD nin en yiiksek afiniteye sahip tutunma pozisyonu

Sekil 4.59°da gosterilmistir. CBD TRPV1 reseptoriine -8,8 Kcal/mol ile baglanmustir.

Sekil 4.59. En yiiksek enerjiye sahip kanabidiol analogunun TRPV1 reseptoriine karsi etkilesimi

CBD, TRPV1 reseptorii ile Alanin 400 Aspartat 707 Glutamat 513 Tirozin 495
554 ve 555 Glisin 492 ile Van Der Vaals bagi, Tirozin 401 Fenilalanin 488 ve 516 Arjinin
491 ile Pi Alkil bag1 yapmistir ve Sekil 4.60°ta gdsterilmistir.

GLY
D:492 DPEISES
TYR TYR '
D:401 D:435
PHE
D:516
ASP
D:707 GLU
D:513 o
ARG
D:491
ALA b
D:400
TYR
D:555
TYR
D:554

Interactions

wan der Waals Pi-Alkyl

Sekil 4.60. CBD'nin TRPV1 reseptdriine baglanma etkilesimlerinin iki boyutlu ¢izimi

CBD’nin CB1, CB2, §-OP, GPRS55, TRPV1 ve 5-HT1A reseptorleri i¢cin Gibbs

serbest enerjileri sirastyla -9,3, -9.8, -8,8, -9,0, -7,2 Kcal/mol olarak hesaplanmaistir.
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Antistio Aviz-Amador ve arkadaslar1 LS-61176, CBD ve Tetrahidrokanabinol'iin (THC)
CB1 ve CB2 kanabinoid reseptorleri tizerindeki biyolojik aktivitesini tahmin etmek i¢in
yaptiklar1 calismada molekiiler yerlestirme yontemi ile LS-61176, CBD ve THC'nin CB1
kanabinoid reseptoriine baglanma serbest enerjileri sirasiyla -9,9 Kcal/mol, -8,5 Kcal/mol
ve -9,4 Kcal/mol olarak, CB2 kanabinoid reseptoriine baglanma serbest enerjileri ise
strastyla -10,7 Kcal/mol, -9,3 Kcal/mol ve -10,4 Kcal/mol olarak hesaplamislardir (Aviz-
Amador ve ark., 2021). Calismamizda CBD ile CB1 ve CB2 baglanma a serbest enerjileri
sirastyla -9,3 ve -9,8 Kcal/mol olarak hesaplanmis olup, Aviz-Amador ve arkadaslarinin
bulgularina benzer baglanma etkilesimleri sergiledikleri sdylenebilir. Wiwit
Suttithumsatid ve arkadaslar1 THC ve CBD'nin a-glukosidaz hedef proteini ile
etkilesimlerini molekiiler yerlestirme yontemi ile incelemis ve a-glukosidaz reseptorii ile
THC'nin baglanma serbest enerjisini -7,5 Kcal/mol, CBD'nin baglanma serbest enerjisini
-6,9 Kcal/mol olarak hesaplamislardir. Bahsi gegen ¢alismada CBD ve THC'nin iyi bir a-
glukosidaz inhibitdrii potansiyeline sahip olabilecegi gosterilmistirdir (Suttithumsatid ve
ark., 2022).

Calismamizda CBD’nin etkilesime girdiginde en fazla enerji uyumu gosterdigi
reseptorler CB2 ve CBI1 reseptorleri olarak tespit edilmistir. GPR55 ve TRPV1
reseptorleri ile de yiiksek uyum ve benzer afinite gostermistir. Baglanma egilimi bu iki
reseptOr arasinda biiyilik farkliliklar gostermemektedir. En diisiik etkilesim ise 5-HT1A
reseptorii ile gerceklesmistir. Franzen ve arkadaslari disi ratlar {izerinde yaptiklar
denemelerde CBD’nin sartlanilmis korkunun ifadesini, 5-HT1A'y1 aktive ederek
azalttigin1 gostermislerdir (Franzen ve ark., 2023). Anand ve arkadaslar yetiskin
sicanlarda diisiik dozlarda CBD ile TRPV1 inhibisyonunu saglayarak akut ve kronik
agrinin azaldigini tespit etmislerdir (Anand ve ark., 2020). Whalley ve arkadaslar1 kronik
epileptik fareler iizerinde yaptig1 ¢alismada CBD, GPR55'in epilepsi ndbetlerindeki
roliinii degistirmis ve antikonviilsan etki mekanizmasi oldugunu gdstermislerdir (Whalley
ve ark., 2018). Kathmann ve arkadaslar1t CBD'nin delta opioid reseptdrlerinde allosterik
bir modiilator oldugunu bildirmislerdir (Kathmann ve ark., 2006).

CBD ile CBI arasinda Van Der Waals, Pi-Sigma, Pi-Pi Yigmi, Alkil, Pi-Alkil
etkilesimleri ve CB2 ile Van Der Waals, Alkil, Pi-Alkil etkilesimleri vardir. insan Delta-
Opioid reseptdrii ile Van Der Waals, Alkil, Pi-Alkil, Olumsuz Pozitif-Pozitif, N-OFQ
Opioid reseptorii ile Van Der Waals, Alkil, Pi-Alkil, Konvensiyonel Hidrojen Bagi
etkilesimleri goriilmiistiir. Serotonin 1A reseptdrii ile Van Der Waals, Alkil, Pi-Alkil, Pi-
Pi Y1gim1, Konvensiyonel Hidrojen Bagi, Pi-Katyon ve TRPV 1 reseptorii Van Der Waals,
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Pi-Alkil etkilesimleri oldugu gozlemlenmistir. Hidrojen baglari, reseptor ve ligantlarin
molekiiliinlin yapisal biitiinliigiinde cok 6nemlidir (Abelian ve ark., 2021). NH-O, OH-O,
OH-N ve NH-N gibi konvansiyonel hidrojen baglari, biyomolekiiler yapidaki temel
dengeleyici kuvvetleri temsil etmektedir (Horowitz ve Trievel,2012). Pi-alkil bag1 gibi
etkilesim tiirleri, reseptoriin baglanma cebindeki ligandin hidrofobik etkilesimi
arttirmaktadir (Arthur ve Uzairu, 2019). Ilag 6zelligi gosterebilmesi igin molekiiliin
Lipinski kurallarin1 saglamasi gerekir. Lipinski kurallarina gore; molekiiliin agirligir 500
Da’dan kiiciik, hidrojen bag1 vericisi sayis1 5’ten kiiciik, hidrojen bagi alicisi sayis1 10’dan
kiiciik, MLogP degeri 4,15’ten kiigiik degerlerde olmalidir (Daina ve ark., 2017). laca
benzerlik teorisine gére, CBD'nin fizikokimyasal 6zellikleri kabul edilebilir araliktadir
(Lipinski, 2004). Lipofilik ve suda ¢oziiniirliikk degeri, gastrointestinal ila¢ absorpsiyonu
(GI-DA) ve kan beyin bariyeri (BBB) gecirgenligi kabul edilebilir farmakokinetik
parametreler araliginda oldugu tespit edilmistir (Kimura ve Higaki, 2002). Log Kp degeri
-3,59 cm/sn ile iyi bir deri gecirgenligine sahiptir (Bibi ve Sakata, 2017).

4.8.2. Farmakokinetik/ ADMET profili

CBD'nin farmakokinetik profili, farelerde oral uygulama o6ldiiriicti doz LDso
tahmini ve bir etken maddenin ilag¢ olarak kabul edilip edilmeyecegini belirlemek i¢in
adsorpsiyon, dagilim, metabolizma ve atilm profili sonuglar1 Cizelge 4.15°te

listelenmistir.

Cizelge 4.15. CBD’ye ait ADMET parametreleri ve Rat oral toksisite ¢evrimici SwissADME ve GUSAR

tahmini
Parametre Kanabidiol (CBD)
Kan beyin bariyeri (BBB) gegirgenligi BBB+
Gastrointestinal ilag emilimi (GI-DA) GI-DA+
P-glikoprotein (P-gp) substrati Yok
CYP1A2 inhibitorii Yok
CYP2C19 inhibitori Var
CYP2C9 inhibitorii Var
CYP2D6 inhibitorii Var
CYP3A4 inhibitorii Var
Giinliik Kp (cilt gegirgenligi) —3,59 cm/sn
Lipsinki Kurali Kabul edilebilir
(MW <500, logP <5, HBD <5, HBA <10) MLOGP>4.15
Biyoyararlanim Puani 0,55
Rat LD50 6ldiiriicii doz (mg/Kg) / OECD Smifi 799,2 / (IV)

Literatiirde, CBD'nin agiz yoluyla uygulanmasina bagli olarak akut toksisite

raporlari, 800 mg/kg ile 2460 mg/kg araliginda LDso doz degerleri gostermistir. GUSAR
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cevrimigi tahmininde ise, in vivo rapor sonuglarindan daha diisiik bir LDso doz degeri olan
799,2 mg/kg tahmin edilmistir. (Beaulieu, 2005; Stohs and Ray, 2020).

Molekiiler yerlestirme ¢alismalari, CBD'nin CB1, CB2, 36-OP, GPR55, TRPV1 ve
5-HT1A reseptorleri i¢in 6nemli afiniteye sahip bir molekiil oldugunu ortaya koymustur.
Bunun yani sira, ADMET tahminleri, kan-beyin bariyerini yiiksek bir sekilde gegebilme
yetenegiyle iliskili olan vaskiilarize organlarda (akciger, kalp, beyin, karaciger) yiiksek
bir penetrasyona sahip oldugunu gostermektedir. Molekiiler yerlestirme sonuglar1 ve
analizleri, CBD'nin tedavide kullanilabilecek o6zellikte bir etken madde olabilecegini

Onermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

Bu tez c¢alismasinda, yumusak jelatin teknolojisinin CBD enkapsiile PCL
nanopartikiillerin uzatilmis/ modifiye salim sistemleri SR&MR olarak kenevir tohumu
yagi ile ¢alisilmasi ve salim 6zelliklerinin incelenmesi, gida takviyelerinde kullanilmak
tizere elverisli bir dozaj formu gelistirilmesi amaclanmistir. CBD'nin yiiksek lipofilik
ozellikleri, kullanim ve dozlamay1 zorlastirmakta ve farmasotik olarak yararlanimini
kisitlamaktadir. Bu nedenle farkli molekiil agirliklarina sahip polikaprolakton (PCL)
polimerleri kullanilarak, ultrasonik homojenlestirici ve ultra-turrax kullanilarak,
emiilsifikasyon ¢06ziicii buharlagtirma yontemi ile sentezlenen nanopartikiiller ile
optimizasyon calismalar1 yapilmis ve uygun polimer secilerek CBD'nin kapsiillenmesi
saglanmistir. Optimizasyon calismalarinda, farklt molekiil agirliklarinin ve farklr iiretim
yontemlerinin partikiil boyutuna ve zeta potansiyeline etkileri degerlendirilmistir. Ultra-
Turrax ve Ultrasonik homojenizasyon yontemleri kullanilarak elde edilen farkli molekiil
agirligina sahip PCL ile elde edilen nanopartikiillerin 3 tekrarli sekilde boyut, PDI ve zeta
potansiyeli dlglimleri yapilmistir. Ultra-Turrax yontemi ile elde edilen sonuglara gore,
PCL molekil agirlig: arttikga nanopartikiil boyutlar1 da artmaktadir. Ortalama boyut 14
000, 45 000 ve 80 000 molekiil agirligina sahip PCL nanopartikiiller i¢in sirasiyla 327,9
+6,51 nm, 338,1 +4,46 nm ve 392,4 £13,79 nm olarak ol¢iilmiistiir. PDI degerleri ise,
ulta-turrax ile yapilan tiretimlerde 0,2’den yiiksektir. Zeta potansiyeli degerleri ise, tim
orneklerde negatif bir deger almistir ve en diislik deger -17,17 (mV) ile ultrasonikasyon
ile elde edilen 45 000 molekiil agirligina sahip PCL nanopartikiillerde ol¢iilmiistiir.
Ultrasonikasyon yontemi kullanarak elde edilen sonucglara gore, 14 000 molekiil
agirhigina sahip PCL nanopartikiillerin boyutlar1 Ultra-Turrax yontemine gore daha
kiigiiktiir ve 207,5 £0,45 nm olarak 6l¢iilmiistiir. 45 000 ve 80 000 PCL molekiil agirligina
sahip nanopartikiillerin boyutlar1 ise, Ultra-Turrax yontemi ile elde edilen sonuclara
benzerdir. Tiim 6rneklerde, PDI degerleri 0,2'den diisiiktiir ve en diisiik PDI degeri 80
000 PCL molekiil agirligina sahip nanopartikiillerde Olgiilmistiir. Zeta potansiyeli
degerleri, tim 6rneklerde negatif bir deger almistir ve en diisiik deger -24,11 (mV) ile 80
000 PCL molekiil agirligina sahip nanopartikiillerde l¢iilmiistiir. Ayrica, 14 000 PCL
molekiil agirligina sahip nanopartikiillerin boyutlar1 0,2 um gozenek ¢apina sahip filtre
ile stiziildiikten sonra daha da kiigiilmiistiir ve 202,4 +6,36 nm olarak ol¢tilmiistiir. Sonug
olarak, PCL molekiil agirligimin nanopartikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli iizerinde

belirgin bir etkisi oldugu goriilmiistiir. Sonuclar degerlendirildiginde ¢aligmalara, 14 000
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MA'’ya sahip PCL ve %72 genlikle ultrasonik homojenlestirici kullanilarak devam
edilmesine karar verilmistir.

Optimizayon sonrasi elde edilmis plasebo NP'ler ve Smg, 10 mg, 15 mg ve 30 mg
CBD enkapsiile PCL NP ig¢in sirastyla -23,37, -10,21, -9,62, -9,93 ve -9,40 mV'lik
potansiyel degerleri tayin edilmistir. Ayrica, plasebo NP'ler ve 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 30
mg CBD enkapsiile PCL NP'lerin sirastyla ortalama 207,5 nm, 227,2 nm, 225,5 nm, 227,7
nm ve 216,9 nm boyuta sahip olduklar1 belirlenmistir. Plasebo PCL nanopartikiillerin
morfolojik 6zellikleri, alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu kullanilarak
incelendi ve elde edilen sonuglara gore, Stem goriintiilerinde diizglin kiiresel
nanopartikiiller elde edilirken, FE-SEM goriintiilerinde neredeyse kiiresele yakin sekilsiz
nanopartikiiller gériilmiistiir. FE-SEM goériintiileri, tamamen polimerik bir yapiya sahip
kat1 nanopartikiiller elde edildigini dogruladi. Genel olarak, sivi ortamda bulunan
nanopartikiillerin STEM sonuglari ile kurutulmus partikiillere ait FE-SEM goriintiileri
birbirleri ile tamamen tutarlidir. NP'lerin DSC analizi ile etken madde-polimer
uyumlulugu ortaya cikartilmistir. Ayrica, FT-IR analizi sonuglariyla, CBD'min NP'ler
icine kapsiillendigi gosterilmistir.

In vitro salim caligmalar1 sonucunda, CBD ekapsiile PCL nanopartikiillerin
hidrofobik karakteri ve yavas bozunma orani nedeniyle ilacin yavas ve uzun bir siire
boyunca salindig1 tespit edilmistir. Ayrica, tercih edilen PCL nanopartikiillerin uzatilmis
salim yapmasi nedeniyle salim calismalar1 mide ortami pH 1,2’de 8 saat ve bagirsak
ortami1 pH 7,4’te 96 saate kadar uzatilmistir. Bagirsak ortaminda 96. saatin sonunda 5 mg,
10 mg, 15 mg ve 30 mg CBD enkapsiile PCL nanopartikiiller sirasiyla %71,84, %79,47,
%88,16 ve %94,28’lik bir salim gergeklesmistir. pH 1,2 mide ortaminda ise i¢in %9,23,
%12,39, %12,95 ve %16,60 salim gerceklesmistir. CBD enkapsiile PCL NP'lerinin pH
7,4 bagirsak ortaminda Higuchi kinetik modeline gore salindigi ve bu modele gore ilacin
salim miktarinin zamanla azaldigr goriilmektedir. Ayrica, ilacin ¢dziinme siireci
ilerledikge, ilacin salindig1 alanin azaldigi dikkat ¢ekmistir. pH 1,2 mide ortaminda
Sifirinc1 Derece Salim Kinetik modeli ile uyumludur ve ilacin derisiminden bagimsiz
olarak ayni miktarlarda salindigin1 gostermektedir.

CBD'nin ¢esitli reseptorlerle etkilesiminin incelenmesi i¢in molekiiler yerlestirme
yontemi kullanilarak in silico analizleri yapilmistir ve CBD'nin reseptorlerle etkilesimi
hakkinda 6nemli bilgiler saglamistir. CBD'nin reseptorler tizerindeki yapisal davranislari,
afinitesi ve toksisitesi degerlendirilmistir. Bu analizler, CBD'nin ¢esitli hastaliklarin

tedavisinde etkili olabilecegini gostermektedir.
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Sonuglar, CBD enkapsiile PCL NP'lerinin kenevir tohumu yagiyla birlikte,
yumusak jelatin kapsiil formunda bir gida takviyesi olarak uygun oldugunu gostermistir.
Gida takviyesi uygulamasi i¢in kullanilmak {izere elde edilen kenevir tohumu yaginin
yumusak jelatin kapsiil formunda prototip liretimi gerceklestirilerek ambalajlanmistir.
Kapsiiliin, uzun siireli CBD salimi yaparak serbest CBD tiiketimine gore terapotik

avantajlara sahip oldugu sdylenebilir.

5.2 Oneriler

Bu tez caligmasinda gelistirilen CBD enkapsiile PCL NP'lerin Oncelikle {i¢
boyutlu hastalik doku modelleri iizerinde denemeleri, daha sonra in vivo klinik oncesi
caligmalar1 yapilabilir. Bu ¢alismalar, ilacin emilim hizi, metabolizmasi, giivenilirligi ve
etkinligi gibi faktorleri aydinlatmay1 saglayacaktir.

Bu c¢alismada polikaprolakton polimeri kullanilmistir. Farkli polimerlerin
kullanim1 ya da kopolimer kullanimi da potansiyel olarak incelenebilir. Farkli
polimerlerin kullanimi, NP'lerin boyutu, yiizey 6zellikleri, etken madde tutma kapasitesi
ve salim hiz1 gibi ozellikleri iizerinde farkli etkileri arastirilabilir. Ayrica lipitler,
proteinler veya karbonhidratlar gibi farkli bilesenlerin kullanimi ile hedef proteine
hedeflendirme yapilarak biyolojik etkinligi arttirilabilir.

CBD’nin farkli ilaglarla kombinasyonu da diisiiniilebilir. iki veya daha fazla etken
maddenin birlestirilerek, ilaglarin terapotik etkilerini arttirabilecek veya ilag yan etkilerini
azaltabilecek kombinasyonlar elde edilebilir.

Bu ¢aligmada 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 30 mg CBD dozajlart kullanilmistir. Farkli
dozajlar da incelenebilir ve NP'lerin farkli dozajlarda kullaniminin etkisi arastirilabilir.

CBD enkapsiile PCL NP'lerin depolama siiresi ve depolama kosullar1 da
arastirilabilir. Bu, NP'lerin uzun siireli depolanmasinin miimkiin olup olmadigin1 ve
stabilitesinin nasil etkilenebilecegini belirleyebilir.

Nihai iirlin eldesi olarak yumusak jelatin kapsiiller yerine sert kapsiil
uygulamalari, ila¢ formiilasyonlarinin stabilitesi ve depolama siiresi agisindan daha
avantajl olabilir.

CBD enkapsiile NP'ler, ultrasonik homojenlestirici ve Ultra-Turrax kullanilarak
sentezlenmistir. Farkli tiretim yontemleri ile NP'lerin {iretim slirecini optimize etmek,

maliyetleri diistirmek ve iiretim kalitesini artirmak i¢in ¢aligmalar yiiriitiilebilir.
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CBD’nin  NP'lerin in silico olarak farkli hastaliklarin  tedavisinde
kullanilabilirligini, ©rnegin anti-enflamatuar etkilerinin arastirilmas: icin artrit

modellerinde test edilebilirligi incelenebilir.
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2.9.1. DISINTEGRATION OF TABLETS
AND CAPSULESw

This test is provided to determine whether tablets or capsules
disintegrate within the prescribed time when placed in a liquid
medium ynder the experimental conditions presented below.
For the purposes of this test, disintegration does not

imply complete dissolution of the unit or even of its active
constituent. Complete disintegration is defined as that state in
which any residue of the unit, except fragments of inscluble
coating or capsule shell, remaining cn the screen of the test
apparatus or adhering to the lower surface of the discs, if used,
i8 a soft mags having no palpably firm core.

*Use apparatus A for tablets and capsules that are not
greater than 18 mm long, For larger tablets or capsules use
apparatus B.+

TEST A - TABLETS AND CAPSULES OF NORMAL SIZE

Apparatus. The apparatus consists of a basket-rack assembly,
a1 L, low-form beaker, 149 + 11 mm in height and having

an inside diameter of 106 + 9 mm for the immersion fluid, a
thermostatic arrangement for heating the fluid between 35 °C
and 39 °C, and a device for raising and lowering the basket in
the immersion fluid at a constant frequency rate between 29
and 32 cycles per minute, through a distance of 55 + 2 mm.
The volume of the fluid in the vessel is such that at the highest
point of the upward stroke the wire mesh remains at least

15 mm below the surface of the fluid, and descends to not less
than 25 mm from the bottom of the vessel on the downward
stroke. At no time should the top of the basket-rack assembly
become submerged. The time required for the upward stroke
is equal to the time required for the downward stroke, and the
change in stroke direction is a smooth transition, rather than
an abrupt reversal of motion, The basket-rack assembly moves
vertically along its axis. There is no appreciable horizontal
motion or movement of the axis from the vertical.

Basket-rack assembly. The basket-rack assembly consists of

6 open-ended transparent tubes, each 77.5 + 2.5 mm long
and having an inside diameter of 21.85 + 1.15 mm and a wall
1.9 £ 0.5 mm thick; the tubes are held in a vertical position
by 2 plates, each 90 + 2 mm in diameter and 6,75 + 1,75 mm
in thickness, with 6 holes, each 24 + 2 mm in diameter,
equidistant from the centre of the plate and equally spaced
from one another. Attached to the under surface of the lower
plate is a woven stainless steel wire cloth, which has a plain
square weave with 2.0 + 0.2 mm mesh apertures and with a
wire diameter of 0.615 + (.045 mm. The parts of the apparatus
are assembled and rigidly held by means of 3 bolts passing
through the 2 plates. A suitable means is provided to suspend
the basket-rack assembly from the raising and lowering device
using a point on its axis.

The design of the basket-rack assembly may be varied
somewhat provided the specifications for the glass tubes and
the screen mesh size are maintained. The basket-rack assembly
canforms to the dimensions shown in Figure 2.9.1.-1.

Discs. The use of discs is permitted only where specified

or allowed. Bach tube is provided with a cylindrical disc

9.5 1 0.15 mm thick and 20.7 + 0.15 m in diameter.

The dise is made of a suitable, transparent plastic material
having a specific gravity of 1.18-1.20. 5 parallel 2 + 0.1 mm

(1) 'This chaptar has nnd, h

holes extend between the ends of the cylinder. One of the
holes is centered on the cylindrical axis. The other holes
are centered 6 + 0.2 mm from the axis on imaginary lines
perpendicular to the axis and parallel to each other, 4 identical
trapexoidal-shaped planes are cut into the wall of the cylinder,
nearly perpendicular to the ends of the cylinder. The
trapezoidal shape is symmetrical; its parallel sides coincide
with the ends of the cylinder and are parallel to an imaginary
line connecting the centres of 2 adjacent holes 6 mm from
the cylindrical axis. The paralle] side of the trapezoid on the
bottom of the cylinder has a length of 1.6 + 0.1 mm and its
bottom edges lie at a depth of 1.5 mm to 1.8 mm from the
cylinders circumference. The parallel side of the trapezoid

con the top of the cylinder has a length of 9.4 + 0.2 mm and
its centre lies at a depth of 2.6 £ 0.1 mm from the cylinder’s
circumference. All surfaces of the disc are smooth.

If the use of discs is specified, add a disc to each tube and
operate the apparatus as directed under Procedure. The discs
conform to the dimensions shown in Figure 2.9.1.-1.

The use of automatic detection employing modified discs

is permitted where the use of discs is specified or allowed.
Such discs must comply with the requirements of density and
dimengion given in this chapter.

Procedure. Place 1 dosage unit in each of the 6 tubes of the
‘basket and, if prescribed, add a disc. Operate the apparatus
using the specified medium, maintained at 37 + 2 °C, as
the immersion fluid. At the end of the specified Hime, lift
the basket from the fluid and observe the dosage units:

all of the dosage units have disintegrated completely. If

1 or 2 dosage units fail to disintegrate, repeat the test cn

12 additional dosage units, The requirements of the test are
met if not less than 16 of the 18 dosage units tested have
disintegrated.
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*TEST B - LARGE TABLET'S AND LARGE CAPSULES

Apparatus. The main part of the apparatus (Figure 2.9.1.-2.)
is a rigid basket-rack assembly supporting 3 cylindrical
transparent tubes 77.5 + 2.5 mm long, 33.0 mm = 0.5 mm in
internal diameter, and with a wall thickness of 2,5 + 0.5 mm,
Each tube is provided with a cylindrical disc 31.4 £ 0.13 mm
in diameter and 15.3 + 0.15 mm thick, made of transparent
plastic with a relative density of 1.18-1.20. Each disc is pierced
by 7 holes, cach 3.15 + 0.1 mm in diameter, 1 in the centre
and the other 6 spaced equally on a circle of radius 42 mm
from the centre of the disc. The tubes are held vertically

by 2 separate and superimposed rigid plastic plates 97 mm

in diameter and 9 mm thick, with 3 holes. The holes are
equidistant from the centre of the plate and equally spaced.
Attached to the under side of the lower plate is a piece of
woven gauze made from stainless steel wire 0.63 £ 0,03 mm
in diameter and having mesh apertures of 2.0 £ 0.2 mm.

The plates are held rigidly in position and 77.5 mm apart

by vertical metal rods at the periphery. A metal rod is also
fixed to the centre of the upper plate to enable the assembly
to be attached to a mechanical device capable of raising and
lowering it smoothly at a constant frequency of between

29 and 32 cycles per minute, through a distance of 55 + 2 mm,
The assembly is suspended in the specified liquid medium

in a suitable vessel, preferably a 1 L beaker, The volume of
the liquid is such that when the assembly is in the highest
position the wire mesh is at least 15 mm below the surface of
the liquid, and when the assembly is in the lowest position the
wire mesh is at least 25 mm above the bottom of the beaker
and the npper open ends of the tubes remain above the surface
of the liquid. A suitable device maintains the tempetature of
the liquid at 35-39 °C.

The design of the basket-rack assembly may be vatied provided
the specifications for the tubes and wire mesh are maintained,

Ses chapter 5.8. Pharmacaposial harmonlsetion.
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2.9.1. Disintegration of tablets and capsules
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Method. Test 6 tablets or capsules either by using 2 basket-rack  the specified liquid. Operate the apparatus for the prescribed
assemblies in parallel or by repeating the procedure. In each  period, withdraw the assembly and examine the state of the
of the 3 tubes, place 1 tablet or capsule and, if prescribed, tablets or capsules. To pass the test, all § of the tablets or
add a disc; suspend the assembly in the beaker containing capsules must have disintegrated.+

Basket-rack
assembly
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Figure 2.9.1.-1. - Disintegration apparatus A

Dimensions in millimeires
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2.9.2. Disintegration of snppositories and pessaries
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Figure 2.9.1.-2. — Disintegration apparatus B
Dimensions in millimetres
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2.9.2, DISINTEGRATION OF
SUPPOSITORIES AND PESSARIES

The disintegration test determines whether the suppositories
or pessaries soften or disintegrate within the prescribed
time when placed in a liquid medium in the experimental
conditions described below.

Disintegration is considered to be achieved when:

a) dissolution is complete,

b) the components of the suppository or pessary have
separated: melted fatty substances collect on the surface of
the liquid, insoluble powders fall to the bottom and soluble
components dissolve, depending on the type of preparation,
the components may be distributed in one or more of these
ways,

¢) there is softening of the sample that may be accompanied
by appreciable change of shape without complete separation
of the components, the softening is such that the suppository
or pessary no longer has a solid core offering resistance to
pressure of a glass rod,

d) rupture of the gelatin shell of rectal or vaginal capsules
cccurs allowing release of the contents,

€) no residue remains on the perforated disc or if a residue
remains, it consists cnly of a soft or frothy mass having no
solid core offering resistance to pressure of a glass rod {vaginal
tablets).

Apparatus. The apparatus (Figure 2.9.2.-1) consists of a
sleeve of glass or suitable transparent plastic, of appropriate
thickness, to the interior of which is attached by means of three
books a metal device consisting of two perforated stainless
metal discs each containing 39 holes 4 mm in diameter; the
diameter of the discs is similar to that of the interior of the
sleeve; the discs are about 30 mm apart. The test is carried out
using three such apparatuses each containing a single sample.
Each apparatus is placed in a beaker with a capacity of at least
4 L filled with water maintained at 36-37 °C, unless otherwise
prescribed. The apparatuses may also be placed togetherin a
vessel with a capacity of at least 12 L. The beaker is fitted with a
slow stirrer and a device that will hold the cylinders vertically
not less than 90 mm below the surface of the water and allow
them to be inverted without emerging from the water.

General Notices (1) apply to all morographs and other texts
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EK-2 European Pharmacopoeia V8. EUP-2.9.1

2.9.5. Uniformity of mass of single-dose preparations

Four holes at 1.111 dia.
aqually spaced on 2.540
dia. b.c. at 63.4 £ 0.5°
angle to surface

Mexdmum radius 0.300

0.94-1.01> |
63.4°+0.5° %

.640
5.079

TOLERANCES : £ 0.0127
FINISH : Degrease bafore
final assembly or rod

and cylinder

MATERIAL : Stainlass steel

This adaptor
section is to
be used for
larger systems

Figure 2.9.4.-5. - Cylinder stirring clement

Dimensions in centimetres

sides than the patch. Place the patch on a clean surface with
the membrane in contact with this surface. Two systems for
adhesion to the cylinder may be used:

- apply a suitable adhesive to the exposed membrane borders
and, if necessary, to the back of the patch,

- apply a double-sided adhesive tape to the external wall of
the eylinder.

Using gentle pressure, carefully apply the non-adhesive side

of the patch to the cylinder, so that the release surface is in

contact with the dissolution medium and the long axis of the

patch fits around the circumference of the gylinder.

The system for adhesion used is previously tested for absence
of interference with the assay and of adsorption of the active
Ingredient(s}.

Place the cylinder in the apparatus, and immediately rotate the
eylinder at 100 r/min, for example. At determined intervals,
withdraw a sample of dissolution medijum from a zone
midway between the surface of the dissolution medium and
the top of the rotating cylinder, and not less than 1 cm from
the vessel wall.

Perform the assay on each sample as directed in the individual
monograph, correcting for any volume withdrawn, as
necessary. Repeat the test with additional patches.
Interpretation. The requirements are met if the quantity of
active ingredient(s) released from the patch, expressed as the
amount per surface area per time unit, is within the preseribed
limits at the defined sampling times.

01/2008:20905

2.9.5. UNIFORMITY OF MASS OF
SINGLE-DOSE PREPARATIONS

‘Weigh individually 20 units taken at random or, for single-dose
preparations presented in individnal containers, the contents
of 20 units, and determine the average mass. Not more than

2 of the individual masses deviate from the average mass by
more than the percentage deviation shown in Table 2.9.5.-1
and none deviates by more than twice that percentage.

For capsules and powders for parenteral administration,
proceed as described below.

CAPSULES

‘Weigh an intact capsule, Open the capsule without loging any
part of the shell and remove the contents as completely as
possible. For soft shell capsules, wash the shell with a suitable
solvent and allow to stand until the odour of the solvent is no
longer perceptible. Weigh the shell. The mass of the contents
is the difference between the weighings. Repeat the procedure
with another 19 capsules.

General Notices (1) apply to all monographs and other texts
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2.9.6. Uniformity of content of single-dose preparations

EUROPEAN PHARMACOPOEIA 8.0

Table 2.9.5.-1 TEST B
Pharmacentical Form Average Mass P g Capsules, powders other than for parenteral administration,
d itories, pessaries. The preparation complies
Tablets (uncoated and 0 g or less 10 w1th the test if not more than one individual content is outside
film coated) the limits of 85 per cent tn 115 per cent of the average content
M"tl:’ﬂt‘ﬁ‘nazosg’g sd 75 and none is outside the limits of 75 per cent to 125 per cent of
i the average content. The preparation fails to comply with the
250 mg or more 5 test if more than 3 individual contents are outside the limits of
Gapsules, gran Less tha 300 mg 10 85 per cent to 115 per cent of the content or if one or
(uncouted, single-dose) more individual contents are outside the limits of 75 per cent
and powders (single-dose) 300 mg or more L3 to 125 per cent of the average content.
Powders for parenteral More than 40 mg 10 If 2 or 3 individual contents are outside the limits of 85 per
administration* cent to 115 per cent but within the limits of 75 per cent to
(eingle-dose} 125 per cent, determine the individual contents of another
Suppositories and pessarics All masses 5 20 dosage units taken at random. The preparation complies
with the test if not more than 3 individual contents of the
Povwders for £ drops el Less than 300 mg b 30 units are outside the limits of 85 per cent to 115 per cent
powders for cye lotions 300 mg or more 7.5 P = P
(sin, ] of the average content and none is outside the limits of 75 per

* When the average mass is equal to or below 40 mg, the preparation
is not submittsd to the test for uniformity of mass but to the test for
uniformity of content of single-dose preparations (2.9.6).

POWDERS FOR PARENTERAL ADMINISTRATION
Remove any paper labels from a container and wash and dry
the outside. Open the container and without delay weigh the
container and its contents. Empty the container as completely
as possible by gentle tapping, rinse it if necessary with water R
and then with alcohel R and dry at 100-105 "C for 1 h, or, if the
nature of the container precludes heating at this temperature,
dry at a lower temperature to constant mass. Allow to cool

in a desiccator and weigh. The mass of the contents is the
difference between the weighings. Repeat the procedure with
another 19 containers.

01/2008:20906

2.9.6. UNIFORMITY OF CONTENT OF
SINGLE-DOSE PREPARATIONS

The test for uniformity of content of single-dose preparations
is based on the assay of the individual contents of active
substance(s) of a number of single-dose units to determine
whether the individual contents are within limits set with
reference to the average content of the sample.

The test is not required for multivitamin and trace-clement
preparations and in other justified and anthorised
circumstances.

Methed, Using a suitable analytical method, determine the
individual contents of active substance(s} of 10 dosage units
taken at randem.

Apply the criteria of test A, test B or test C as specified in the
monograph for the dosage form in question,

TEST A

Tablets, powders for parenteral administration, ophthalmic
inserts, suspensions for injection. The preparation complies
with the test if each individual content is between 85 per cent
and 115 per cent of the average content. The preparation fails
to comply with the test if more than one individual content is
outside these limits or if one individual content is outside the
limits of 75 per cent to 125 per cent of the average content,

If one individual content is outside the limits of 85 per

cent to 115 per cent but within the limits of 75 per cent to
125 per cent, determine the individual contents of another 20
dosage units taken at random, The preparation complies with
the test if not more than one of the individual contents of the
30 units is outside 85 per cent to 115 per cent of the average
content and none is cutside the limits of 75 per cent to 125 per
cent of the average content.

(6) 'Thia chupter haa1md b

cent to 125 per cent of the average content.

TESTC

Transdermal patches. The preparation cormplies with the test
if the average content of the 10 dosage units is between 90 per
cent and 110 per cent of the content stated on the label and if
the individual content of each dosage unit is between 75 per
cent and 125 per cent of the average content,

01/2010:20907
2.9.7. FRIABILITY OF UNCOATED

TABLETS®

This chapter provides guidelines for the friability
determination of compressed, uncoated tablets. The test
procedure presented in this chapter is generally applicable to

most comg d tablets. Measurement of tablet friability
supplements other physical strength measurements, such as
tablet breaking force.

Use a drum, with an internal diameter between 283-291 mm
and a depth between 36-40 mm, of transparent synthetic
polymer with polished internal surfaces, and subject to
minimum static build-up (see Figure 2.9.7.-1.). One side of
the drum is removable. The tablets are tumbled at each turn
of the drum by a curved projection with an inside radius
between 75.5-85.5 mm that extends from the middle of the
drum tc the outer wall. The outer diameter of the central
ring is between 24.5-25.5 mm. The drum is attached to the
horizontal axis of a device that rotates at 25 + 1 r/min. Thus,
at each turn the tablets roll or slide and fall onto the drum
wall or onto each other.

For tablets with a unit mass equal to or less than 650 mg, take
a sample of whole tablets corresponding as near as possible to
6.5 g. For tablets with a unit mass of more than 650 mg, take a
sample of 10 whole tablets. The tablets are carefully dedusted
prior 1o testing. Accurately weigh the tablet sample, and place
the tablets in the drum. Rotate the drum 100 times, and
remnove the tablets. Remove any loose dust from the tablets as
before, and accurately weigh.

Generally, the test is run once. If obviously cracked, cleaved, or
broken tablets are present in the tablet sample after tumbling,
the sample fails the test. If the regults are difficult to interpret
or if the weight loss is greater than the targeted value, the test
is repeated twice and the mean of the 3 tests determined. A
maximmum loss of mass (obtained from a single test or from
the mean of 3 tests) not greater than 1.0 per cent is considered
acceptable for most products.

If tablet size or shape causes irregular tumbling, adjust the
drum base so that the base forms an angle of about 10° with the
horizantal and the tablets no longer bind together when lying
next to each other, which prevents them from falling freely.

See chapter 5.5, Pharmacopoeial harmonisation.
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