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Ozet

Merkezi Sinir Sistemi (MSS) hastaliklarinin sikliginda son zamanlarda ciddi bir artis goriil-
mesi, bu alanda daha etkili ve giivenli tedaviler gelistirilmesi gerekliligine yol agmustir. lag
kesfi ve gelistirilmesi ¢aligmalarinda karsilasilan en biiyiik zorluklardan biri beyinde etkili ve
giivenli konsantrasyon profilinin elde edilmesidir. Farmakolojik etkinin ortaya ¢ikabilmesi igin
MSS ilaglarmin kan beyin engelini (KBE) ge¢cmesi, hedef bolgeye etkili konsantrasyonlarda
ulagmasi ve ilacin serbest fraksiyonunun hedef ile uygun bir sekilde etkilesmesi gerekir. Sereb-
ral kan akim hiz1 (F), KBE’nin permeabilitesi (influks klerensi), ilacin fizikokimyasal 6zellik-
leri, beyin dokusuna nonspesifik baglanma derecesi ve efluks klerensi beyne ila¢ taginmasinda
etkili olan temel faktorlerdir. Aktif influks ve/veya efluks tasiyicilar da ilaglarin mutlak beyin
konsantrasyonunu etkiler. Ilacin kan-beyin arasindaki dengelenme hizi (CL, K, ), dengelenme
derecesi (Kp,uu,beyin) ve beyin i¢i dagilimi (Vu’beym); beyinde etkili konsantrasybnlara ulasip ulag-
madigini dogrulamak i¢in tespit edilmesi gereken baslica parametrelerdir. Bu parametrelerin
belirlenmesi i¢in in vitro, in vivo ve in siliko yontemler kullanilmaktadir.

Anahtar kelimeler: Kan-beyin engeli, beyne ilag taginmasi, farmakokinetik

Abstract

Pharmacokinetics of Brain Drug Delivery and
Distribution

Recently, significant increases in the frequency of central nervous system (CNS) diseases have
led to the need to develop more effective and safe therapies. One of the biggest challenges in
drug discovery and development studies is obtained the effective and safe concentration profile
in the brain. In order for pharmacologic efficacy to occur, CNS drugs must cross the blood-
brain barrier (BBB), reach effective concentrations at the target site, and the free fraction of
the drug should interact appropriately with the target. Cerebral blood flow (F), permeability of
BBB (influx clearance), physicochemical properties of the drug, nonspecific binding level to
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the brain tissue and efflux clearance are the main factors that are effective in drug delivery to
the brain. Active influx and/or efflux carriers also affect the absolute brain concentration of the
drugs. The drug equilibrium rate (CL,, K, ) and the drug equilibrium extent (K . .) between
blood to brain and intracerebral distribution of the drug (V,, . ) are the main parameters which
should be determined in order to verify whether the drug has reached effective concentrations
in the brain or not. In vivo, in vitro and in silico methods are being used for the determination

of such parameters.

Keywords: Blood-brain barrier, brain drug delivery, pharmacokinetics

1. Giris

Merkezi Sinir Sistemi (MSS) hastaliklarinin tedavisine yonelik ilag gelistirme ¢aligmalarinda
basar1 orani, beyin dokular1 ve hiicrelerinin karmagik yapist nedeniyle genel olarak diisiiktiir.
Bu calismalarin en zor ve kritik agsamalarindan biri, beyinde etkili ve giivenli konsantrasyon
profilinin elde edilebilmesidir [1-3]. Son yillarda, Alzheimer, Parkinson, felg, epilepsi, dikkat
eksikligi hiperaktivite bozuklugu, sizofreni, bipolar bozukluklar, depresyon, agri, uykusuzluk
ve beyin tiimorleri gibi norodejeneratif hastaliklarin goriilme sikliginda artis olmustur [4,5].
Bu hastaliklarin tedavisinde karsilasilan en 6nemli sorun beyin i¢ine terapdtik miktarda ilag
tasinmasini saglamaktir [6].

Farmakolojik etkinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in etkin konsantrasyondaki serbest ilag molekiilleri-
nin hedef proteinlere baglanmasi gerekir [7-9]. MSS hedef bolgesindeki ila¢ konsantrasyonunu
kontrol eden {i¢ ana parametre: Beyne ila¢ tasinma hizi, derecesi ve beyin i¢i ilag dagiliminin
farmakokinetigi olarak siralanabilir [10-12]. Daha 6nceki yillarda, MSS’ne yonelik ila¢ gelis-
tirme caligmalarinda ilacin beyin i¢i penetrasyon derecesini belirlemek i¢in hayvan modelle-
rinde toplam ila¢ konsantrasyonu 0l¢iiliirken [13-16], glinlimiizde in vitro, in vivo ve in siliko
yontemler kullanilmaktadir [17-20].

Oral uygulanan MSS ilaglarinin hedefe ulasmasinda absorpsiyon, dagilim (beyindeki dagili-
m1 igeren), metabolizma ve eliminasyon (ADME) gibi farmakokinetik etkenler etkilidir. Bu
nedenle, bir ilacin hedef bolgesinde etkili ve giivenli konsantrasyonda bulunmasini saglamak
tizere, ADME parametrelerinin ilag gelistirme ¢aligmalarinin ilk asamasinda ayrintili olarak
incelenmesi gerekir [13,21,22]. ADME parametrelerinin belirlenmesinde in siliko yontemler
kullanilabilir. Kullanilan in siliko yontemlerin 6nceden valide edilmis ve in vivo sonugclar ile
kombine edilmis olmas1 6nemlidir [23].

Merkezi Sinir Sisteminde Yer Alan Kompartmanlar ve Engeller

Beyin igin zararl bilesiklerin kandan beyne gecisini engelleyen ve beynin yapisal ve islev-
sel biitiinliigiiniin korunmasini saglayan baslica li¢ engel (Kan-Beyin Engeli; KBE, Kan-Beyin
Omurilik Sivisi-Engeli; K-BOS-E, Araknoid Epitel; AE) bulunmaktadir [24-30].

Birgok molekiiliin normal serum konsantrasyonlari, glutamat, glisin ve potasyum gibi iyonlar
beyin i¢in toksiktir [31]. Bu molekiillere ek olarak, diger kii¢lik molekiillerin %98’inin ve pep-
titler-proteinler, monoklonal antikorlar, niikleik asitler ve antisens oligoniikleitler gibi biiyiik
molekiillerin de %100’iiniin beyne gecisi bu engeller tarafindan 6nlenmektedir [32-36]. Paul
Ehrlich 1885°te beyinde segici gegirgen bir yapt oldugunu kesfederken, kan-beyin engeli teri-
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mi 1900’de M. Lewandowsky tarafindan ilk defa kullanmistir [37]. Kapiler endotel hiicreleri
(ECs), astrositler, perisitler, ndronlar ve mikroglialardan olusan KBE sematik olarak Sekil 1’de
gosterilmigtir.

Astrosit

Endotel

Perisit

Sekil 1. KBE’nin sematik gosterimi

KBE, K-BOS-E’nden 5000 kat daha biiyiik bir yiizey alanina sahiptir. Bu nedenle, beyin paran-
kimasindaki sinaptik baglantilar1 aydinlatan ve tampon etkiye neden olan beyin ekstraselliiler
stvist (ESS) ve kan arasindaki en 6nemli engel olarak kabul edilir [20,24,38,39]. KBE ni perife-
rik endotellerden ayiran 6zellikler; endotel hiicreleri arasinda bosluklarin (fenestrasyonlar) bu-
lunmamasi, sik1 kavsaklarin (tight junctions) bulunmasi, pinositik vezikiillerin az sayida olmasi
ve ¢ok sayida mitokondri bulunmasidir [40-43]. K-BOS-E, kan ve BOS arasinda arayiiz olan
koroid pleksusun epitel hiicreleri arasinda lokalize olmus, BOS’na bakan sikica birlesmis epitel
hiicreler tarafindan olusturulmus bir engeldir [44-46]. Araknoid epitel, dura altinda yer alan ve
MSS’ni tamamen kaplayan, fakat beyne ila¢ tasinmasinda énemli bir role sahip olmayan bir
engeldir [24-30]. Insan beynindeki kilcal damarlar toplam 650 km uzunluga ve 1 ml hacme sa-
hiptir [24,27]. MSS fizyolojik 6zellikleri tiire gore farkliliklar gdstermektedir [47]. Insan, sican
ve fare MSS’nin baz1 fizyolojik 6zellikleri Tablo 1'de gosterilmistir.
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Tablo 1. MSS’nin tiire bagl fizyolojik 6zellikleri

Viicut agwhg (g) [47.48] 70000 2350 20
Bevin agwhg (g) [47.48] 1400 1.8 0.36
Relatif beyin agmhg: 0.02 0.0072 0.018
Kapiler viizey alam P ) < )
(cm?/g beyin) 143 [49] 140 [50] 240 [18]
Bevin ESS iiretim iz .
. 0.11-0.14 [51.52 0.11-028 [25 7Y
(uL/dk/g beyin) [31.52] (3]
ESS devir hiz (s) [53] 20-27 10-24 7Y
BOS iiretim iz
. 0.29 [47.54 1.22[47.57 1.03 [47.58
BOS devir iz (s) [53] 6 2 2
Serebral kan akmu
20- 5 a- -65
(ml'100 g beyin/dk) 50-60 [59.60] 105-110 [61_62] 120 [63-65]

VY: Veri yoktur.

Kan ve Beyin Arasinda ila¢ Konsantrasyonunun Dengelenme Hizi

MSS penetrasyon hizi, beyne tasinan ila¢ miktarindan bagimsizdir [35,64,65]. MSS penet-
rasyon hizini etkileyen etkenler; serebral kan akim hiz1 (F) ve ilacin KBE permeabilitesidir
[36]. Klasik farmakokinetik ilkelerine gore, bu iki faktdrden biri doku penetrasyonu siirecinde
hiz-kisitlayici basamak haline gelebilir [66]. Perfiizyonu etkileyen BOS degisiklikleri de MSS
penetrasyon hizini etkilemektedir [67].

Permeabilite (P)

Bir ilacin KBE’nden ge¢gme hizi ile ilgilidir ve gastrointestinal kanal absorpsiyon ¢aligmala-
rinda kullanilanlara benzer yontemlerle olgiiliir. Kiigiik molekiillerin permeabilitesi, memb-
ran Ozellikleri ve ilacin fizikokimyasal 6zelliklerinin yani sira gastrointestinal kanaldaki 61-
¢lim yontemlerine gore de degisebilir. Bu nedenle, MSS permeabilitesi 6lgiimlerinde KBE’nin
membran &zellikleri 6nem arz etmektedir [68-69]. Bir bilesigin KBE’ni gecebilmesi icin efluks
pompalari ile sinirli olabilen pasif transseliiler difiizyon, tasiyici aracili alim, kolaylastirilmis
difiizyon ve daha ¢ok biiyiik molekiiller i¢in adsorptif veya reseptor aracili transsitoz gibi gesitli
mekanizmalar bulunmaktadir [70]. KBE’nden ge¢is mekanizmalar1 Sekil 2°de gosterilmistir.
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Sekil 2. KBE’nden gegis mekanizmalari

Periferik dokularda ilag¢ penetrasyonu sirasinda dnemli bir role sahip olan paraseliiler difiizyon,
MSS’de siki kavsaklarin kompleks yapisi nedeni ile sinirhidir [68,69,71,72]. Beyin kapilerle-
rinde pinositoz yoktur, degisim genellikle transseliiler yoldan olur. Sadece yagda ¢oziinebilen
maddeler KBE’ni gegebilirken, polar molekiiller ve kiigiik iyonlarin KBE’ni gegmesi miimkiin
degildir [73]. Mannitol ve siikrozun beyin permeabilitesi ¢ok diisiik iken, alkol yiiksek permea-
bilitesi nedeniyle KBE ni pasif transseliiler mekanizma ile gegmektedir [74-83].

flacn KBE’ni ge¢me yetenegi; molekiil agirligi, lipofilisitesi, polarite ve hidrojen baglama
kapasitesi gibi molekiiler 6zellikleri ile yakindan iligkilidir. Bu 6zelliklerin hepsi goz oniinde
bulundurularak, ilaglarin KBE’ni gegme 6zellikleri, oral absorpsiyon i¢in kullanilan Lipinski
Kurallar ile agiklanabilir [36,74,81,84-88]. Genelde, molekiil agirligi 400-500 Da’dan daha
az olan, lipofilik bilesikler kandan endotelyal hiicre membranina kolaylikla gegebilmektedir
[74,89,90].

KBE’nden aktif transport genellikle konsantrasyon gradyanina kars1 hiicre i¢ine ve digina ade-
nozin trifosfat (ATP) bagimli kaset (ABC) tasiyicilar ve ¢oziiniir tasiyicilar [SLC] araciligiyla
gerceklesmektedir [91-93]. P-glikoprotein (P-gp), meme kanseri direng¢ proteini (BCRP) ve
coklu ilag direnci proteinleri (MRPs) baslica aktif ABC tasiyicilardir [94-96]. SLC tasiyicilar
veya sekonder aktif tastyicilar ¢esitli enerji baglama mekanizmalarini kullanarak membranlar
arasindan ilag, metabolit ve iyon gibi maddelerin transportunu saglayan membran proteinleri-
dir. Bunlar amino asitler, niikleozitler, glikoz, yag asitleri, mineraller ve vitaminler gibi madde-
lerin hiicre i¢ine alimindan sorumludur [97-100].

Kan, beyin intraselliiler s1vis1 (ISS), beyin ekstraselliiler sivis1 (ESS) ve beyin omurilik s1visin-
da (BOS) ilag dagilim1 Sekil 3’te gdsterilmistir.
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Sekil 3. Kan,beyin ve BOS’nda ilag dagilimi

Farmakokinetik caligsmalarda genellikle referans olarak toplam plazma konsantrasyonunun
kullanilmas1 nedeniyle, ila¢ farmakodinamigi arastirmalarinda, farmakokinetik verilerin yo-
rumlanmasini saglamak i¢in plazma proteinlerine baglanmanin tespit edilmesi 6énemlidir [10].
Serbest ilaglar KBE boyunca beyin ESS’nda dengelenir. Hiicreler arasi boslukta, beyin hiicre
membranlart boyunca ve hiicrelerin iginde bagli ve serbest ilag arasinda denge vardir. Bu den-
gelenme cok yavas olursa verilen ilacin dagilimi i¢in hiz kisitlayic1 basamak olacaktir. Diistik
KBE permeabilitesine sahip ilaclar i¢in hiz kisitlayici basamak, KBE taginmasinin kendisi ya
da beyin dokusu i¢indeki ilag molekiillerinin difiizyonudur [101].

KBE penterasyonunu belirlemek i¢in kullanilan in vitro, in vivo ve in siliko yontemler Tablo
2’de belirtilmistir [18,30,102,103].
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Tablo 2. KBE penetrasyonu 6l¢iim yontemleri

87

fnvazif

In Vivo [30]

Bevin Alim Indeksi (BUT)
Bevin Efluks Indeksi (BEI)

in Situ Beyin Perfiizyonu
intraventz Enjeksiyon Teknigi
intraserebral Mikrodivaliz
Kantitatif Otoradvografi (QAR)
BOS Orneklemesi

fnvazif Olmayan

Manyetik Rezonans Gorintileme (MRI)
Pozitron Emisyon Tomografisi (PET)

Tek Foton Istmasinn Bilgisayarli Tomografisi (SPECT)

Hiicre Temelli
Olan
in Vitro [18.102]

izole Beyin Kapillerleri

Primer veva Diigiik Pasajli Beyin Kapiller Endotel Hicre Kiiltiirleri
Oliimsiiz Beyin Endotel Hucreleri

Beyin Endotel Hiicre Kiiltirleri

insan Epitelyal Kolorektal Adenokarsinoma Hiicre Hatti (Caco-2)

Madin-Darby Képek Bobrek (MDCK) Hiicre Hatti
insan Idrar Kesesi Karsinomas: Huere Hatt1 (ECV 304)/C6 Hucre Hatt

Hiicre Temelli

Hareketsizlestirilmis Yapay Membran (IAM)

Olmayan Paralel Yapay Membran Permeabilitesi Yéntemi (PAMPA)
. Lineer
Istatistiksel
. Lineer Olmayan
In Siliko [103]
Lineer
Mekanik

Lineer Olmayan

Influks klerensi (Kin, Clin) ve Permeabilite yiizey alami degeri (PS degeri)

Bir ilacin KBE’nden taginma hizi, permeabilite ylizey alan1 degeri (PS degeri) ya da influks
klerensi (K., CI. ) ile hesaplanmakta [77,103,104] ve her iki parametre de pl/dk/g beyin ya
da ul/s/g beyin olarak 6lciilmektedir [11,84,105-107]. influks klerensi dlgiimiinde, beyin alim
indeksi (BUI; in vivo karotid arter enjeksiyonu olarak da adlandirilir) [108], in situ beyin per-
flizyonu yontemi [39,109], intravendz enjeksiyon teknigi [77,103] ve mikrodiyalizi [110-116]
igeren in situ ve in vivo yontemler kullanilmaktadir. BUI ya da karotid arter enjeksiyon yontemi
baslangic zaman noktalarinda (5-15 sn) beyin dokularindaki toplam ila¢ konsantrasyonu i¢in
veri saglar [10,28] ve Esitlik 1°de gosterildigi gibi hesaplanir. Bir bilesigin bagil alim1 referans-
la karsilagtirilarak BUI degeri ile gosterilir [108,117,118].

BUI = 100 x

[*4C/3H] tuz

[**C/°H] doku Esitlik 1



88 HACETTEPE UNIVERSITY JOURNAL OF THE FACULTY OF PHARMACY

Bu esitlikte BUI degeri su, *H isaretli su (*H isaretli suda NaCl) ve '*C isaretli bilesik i¢in
100°diir. BUI ve in situ beyin perflizyonu gibi yontemler ila¢ uygulanmasindan sonraki
erken zaman noktalarinda beyindeki toplam ila¢ miktarini dlgen hizli tekniklerdir [119]. in
situ beyin perfiizyonu teknigi sadece KBE permeabilitesini lgen bir tekniktir. Intravendz
enjeksiyon, BUI ve in situ beyin perfiizyonu yontemlerinin sakincasi toplam beyin ve toplam
kan konsantrasyonlarmin ol¢iilmesidir. Genel olarak, baglanmamis ilacin KBE’ni gectigi ve
farmakolojik yanit1 ortaya ¢ikardigi kabul edildiginden, KBE’nin her iki tarafinda da serbest
ilag konsantrasyonlarin1 degerlendiren in vivo beyin mikrodiyalizi yontemi en uygun yéntem
olarak goriilmektedir [10].

Efluks klerensini dlgmek icin, beyin efluks indeksi (BEI) [119], mikrodiyaliz ve toplam beyin
konsantrasyonlarinin 6l¢iim verilerinin kombinasyonu kullanilir [105,120-128]. Toplam beyin
konsantrasyonlarina dayanan efluks parametreler, tek bagina beyin parenkimasindaki ilacin
eliminasyon hiz sabitini (yar1 6mrii) géstermektedir.

Influks ve efluks klerens 6l¢iimiindeki bu ydntemlerden bazilarinda arastirmacinin gesitli var-
sayimlar yapmasi gerekir. Intrakarotid arter enjeksiyonu, in situ beyin perfiizyonu ve intrave-
ndz enjeksiyon tekniklerinde; ¢aligma sirasinda KBE boyunca transportun tek yonlii oldugu,
coklu gecis yontemlerinde (in situ beyin perfiizyonu ve iv enjeksiyon teknikleri); KBE penet-
rasyonunun en yavas basamak oldugu ve sonraki dagilma siireclerinin daha hizli olacagi varsa-
yilmaktadir [101,125-128].

Influks ve efluks klerensleri maddelerin KBE’nden beyin icine ve disina net transport kapasi-
tesini ifade etmektedir. Aktif influks, pasif transport ile karsilagtirildiginda permeabilite kleren-
sini artirirken, liiminal tarafta P-gp veya Abcg2 gibi efluks tasiyicilarin varligi permeabiliteyi
azaltmaktadir. Beyin ESS y1gin akis1 ve beyin i¢indeki metabolizma yoluyla eliminasyon da
efluks klerensine katkida bulunmaktadir [10].

In vivo yéntemlerden olan in situ beyin perfiizyonu deneyleri ile hayvan modelinde permeabi-
litenin hizl1 bir sekilde belirlendigi bildirilmistir. Aktif tasiyicilarin etkisini incelemek i¢in ge-
netik olarak modifiye edilmis farelerde de calismalar gerceklestirilebilir [129]. Mdrla (+/+) ve
Mdrla (-/-) fareler karsilagtirildiginda, P-gp varliginda K. (CL, )’nin azaldig1 agik bir sekilde
gortilebilir. Bu nedenle K. (CL, ) KBE igin net influks klerensini tanimlamaktadir [11].

MSS penetrasyon hizini belirlemek i¢in kullanilan yontemlerden biri, sistemik uygulamay ta-
kiben beyindeki ilag miktarinin belirlenmesine baglidir [130]. Esitlik 2 K. (CL, )’ni belirlemek
i¢in kullanilabilir.

A beyin
in = ae Esitlik 2
mn AUC plazma ;

Burada Abeym, beyindeki ila¢ miktarini ve AUCplazma plazma konsantrasyonu-zaman egrisi altin-
da kalan alan1 temsil eder. Temel kapiler akis prensiplerini uygulayan Renkin-Crone esitligine

[Esitlik 3] dayanarak PS ve K, arasindaki iligki tanimlanabilir [104,131,132].

Kin = Fx [1-ePS/F] Esitlik 3
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Bu esitligin altinda yatan kapiler akis modeli MSS penetrasyon orani intrinsik permeabilite cok
yuksek olsa bile, serebral kan akim hizindan daha yiiksek olamaz. Bu nedenle, K. nin tist sinir1
(yiiksek permeabiliteli bilesikler i¢in) F’dir ve alt sinir (diisilk permeabiliteli bilesikler igin)
PS’dir. Esitlikteki F degeri serebral kan akim hizi1 ya da perflizyon akis hizini ifade etmektedir
[47]. PS, hem aktif influks hem de efluks tastyicilardan etkilenir ve beyin i¢indeki baglan-
mamis ilag fraksiyonu hakkinda bilgi saglamaktadir [10,83]. Diizenli in vivo farmakokinetik
calismalari izleyen K. verilerini olusturmak igin deney diizenegi, K. ’ni in vivo tahminde PS
iirtinden daha kullanish bir hale getirmektedir [12].

Goriintir permeabilite katsayisi (Papp)

Gilinlimiizde, tek hiicre tabakalar1 veya membranlardaki in vitro deneyler goriiniir permeabilite
katsayisini (Papp) belirlemek i¢in kullanilir. Bir ilacin Papp degeri deney tasarimindan bagimsiz-
dir, bu nedenle deneyler arasindaki permeabilite parametrelerini karsilagtirmak i¢in kullanilir.
Permeabilite, P ile ifade edilir ve Esitlik 4 uyarlanarak hesaplanmaktadir [133-138].

dQ 1

Papp = 3¢ X Toxs Esitlik 4

Burada dQ/dt, zamana bagli ila¢g miktarindaki degisimi, C, verici bolmedeki baslangig ilag
konsantrasyonunu ve S, tek tabaka yiizey alanini ifade etmektedir.

P deneylerinde genellikle maddenin duyarliligini degerlendirmek icin iki yonde ¢alisilarak
efluks orani1 (ER) Esitlik 5 ile belirlenir:

_ Papp (B_A)

ER = Papp(A_B) Esitlik 5
KBE’ni tamamen taklit eden bir in vitro hiicre kiiltiirii modeli heniiz gelistirilmemis olmasina
ragmen, MSS’ne yonelik ilag gelistirme ¢alismalari sirasinda permeabilitenin hesaplanmasinda
MDR1-MDCK hiicre hatlar1 ¢ok yaygin bir bi¢imde kullanilmaktadir [18,28,30,70,139,140].
Si1g1r beyin mikrodamar endotel hiicreleri (BBMEC)-astrosit kokiiltiirii modelinin, KBE'ni ¢ok
iyi taklit eden ve tahmin kalitesi yiiksek bir model oldugu belirtilmistir [28,141]. Permeabilite
caligmalarinda genel olarak, P degerlerinin yaklasik 100 nm/s ya da daha biiyiik ve ER de-
gerlerinin yaklasik 1 ya da 2-3 den daha asagida olmasi yiiksek permeabilite gdstergesi olarak
belirlenmektedir. Ge¢miste yapilan calismalarda aday molekiillerin MSS penetrasyon hizina
daha fazla 6nem verilirken, giinlimiizde 6zellikle kronik MSS hastaliklarina yonelik gelistirilen
molekiillerin MSS penetrasyon derecesinin daha 6nemli bir parametre oldugu kabul edilmek-
tedir [10].

[la¢ adaylarinin KBE permeabilitelerinin saptanabilmesi igin son 10 yilda bir ¢ok in vitro, in
vivo ve in siliko model gelistirilmistir. Yapilan bir ¢ok arastirma ile in siliko deneyler, in vitro
hiicre modelleri ve in vivo yontemlerle aday molekiillerin permeabilite degerleri karsilagtirmis-
tir [7,18-20,26,130,141-153]. Ancak bu modellerin hepsinin hem iistiinliikleri hem de sakinca-
lar1 bulunmaktadir. In vitro modeller, tarama ¢alismalarinda in vivo modellerden daha yiiksek
verime ancak daha diisiik tahmin degerine sahiptir. Primer beyin endotel hiicreleri, in vivo
KBE’ni en iyi sekilde taklit eder, ancak ¢aligma sirasinda bir ¢ok proteinin ekspresyon diizey-
leri ve islevleri in vitro olarak azalir ve siirekli olarak taze beyin dokusundan izolasyona ihti-
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ya¢ oldugu icin yogun bir ¢aligsma gerektirir. Bunun aksine, 6liimsiiz hiicre hatlar1 kolaylikla
kullanilir ve devam ettirilir fakat pasajlama sirasinda protein ekspresyon 6zellikleri degisebilir.
Bu yontemlerin higbiri tek basina insanda ilaglarin KBE penetrasyonu gibi karmasik bir stireci
yeteri kadar tespit edemez. Bu nedenle, bir ila¢ adayinin KBE’nden gegisinin degerlendirilmesi
i¢in in vitro, in vivo ve in siliko modellerin kombinasyonlarina ihtiya¢ vardir [154].

Kan ve Beyin Arasinda ila¢ Konsantrasyonunun Dengelenme Derecesi

Toplam beyin/toplam plazma konsantrasyonu orani (Kp’beym, logBB) ve baglanmamis beyin/
baglanmamis plazma konsantrasyonu orant (K, oo beyin) beyne ila¢ taginma derecesini belirlemek
i¢in kullanilan terimlerdir. K beyin ilacin beyin penetrasyonunu degerlendirmek i¢in yaygin ola-
rak kullanilan bir parametredlr (Esitlik 6) [66,155]. flacin beyne tasinmasini hesaplamak igin,

ilacin beyin konsantrasyonu genellikle kan konsantrasyonu ile oranlanmstir [10]:

_ AUC top,beyin

Kpbeyin = Esitlik 6

AUC top,plazma

Burada AUC__  ve AUC sirastyla beyindeki ve plazmadaki toplam (bagl ve baglan-

top,beyin top,plazma
mamis) konsantrasyon-zaman egrisi altinda kalan alan1 temsil eder.

K peyin © etki eden faktorler; ilacin plazma proteinlerine 6zgiil olmayan sekilde baglanmasi,
ilacin beyin dokusuna 6zgiil olmayan sekilde baglanmasi ve KBE’nden taginma hiz ve derecesi
olarak siralanabilir [8,9,14,16,19,156-158]. Baz1 arastirmacilar, Kp’beyin’in ilacin beyin dokusuna
ve plazma proteinlerine ilgisinden etkilenmesi nedeniyle KBE permeabilitesini yansitmadigini
savunmaktadir [10]. Beynin yiiksek lipid igerigine sahip olmasi1 nedeniyle ilag molekiillerinin
lipofilisitesindeki artisin KBE’nden gegisi arttirarak K, . degerinde artisa yol agmasi (ilag
lipidizasyon tuzagi) beklenir. Ancak yliksek K peyin degerme sahip bilesiklerde hayvan model-
lerinde potens arttirilmasina ragmen daha yuksek etkinlik elde edilememistir. Bu durum ilag
molekiiliiniin lipofilisitesindeki artigin, KBE ile birlikte ilacin viicuttaki diger organlara penet-
rasyonunun da benzer sekilde artmasi, ilacin plazma yar1 6mrii ve AUC degerinin degismesiyle

ilgilidir [3,19,104,156,159-163].

Calismalarda beyindeki baglanmamis ila¢ konsantrasyonlar1 incelendiginde, toplam
konsantrasyon artisinin aktif bolge konsantrasyonlari ile ¢ok yakindan iliskili olmadigi
ve her zaman daha fazla baglanmamis konsantrasyonlara yol agmadigi tespit edilmistir
[8,9,14,19,156,157]. Ilacin toplam beyin/plazma konsantrasyonlar1 oranmna gdre MSS
penetrasyonunun degerlendirilmesi yaniltici olabilmektedir [3,161]. Farmakolojik olarak
aktif ilag, KBE boyunca dengelenmeyle beyin ESS’ndaki baglanmamus ila¢ konsantrasyonlari
olgtilerek incelenebilir [10]. K partisyon katsayis1 beyin ESS ve plazmadaki baglanmamis

p,uu,beyin

ilag konsantrasyonu oranidir (Esitlik 7) [158,161,164-166].

AUC ypeyin ESS

Kp,uu,beyin = Esitlik 7

AUC u,plazma
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Beyin ESS’ndaki serbest ila¢ konsantrasyonunun, kandaki baglanmamis konsantrasyona orani
partisyon katsayisi (Kp,uu’beym) olarak adlandirilmakta olup, kandaki proteinlere baglanma veya
beyin dokusu bilesenlerine baglanmadan bagimsizdir [167]. K _ilacin 6zgiil olmayan

p,uu,beyin

baglanmasindan etkilenmedigi i¢in dogrudan KBE’nden tasinmanin dengelenmesini yansitan bir
parametredir. K. peyin 0zgil olmayan baglanmay1 da igerdigi i¢in yorumlamak zordur. K bir

p,uu,beyin
ilacin KBE’nden taginma 6zelliklerini yansitir, bu nedenle plazmada ve beyindeki baglanmamis
konsantrasyonlari1 arasinda bir baglanti olarak dogrudan kullanilabilir [12]. K beyin degeri,

ilacin hedef baglanma 6zellikleri ile bir araya getirildiginde, gerekli plazma konsantrasyonlari
ve boylece farmakolojik basari i¢in dozu tahmin etmek miimkiin olabilmektedir [10].

Buradaki AUC, i gss? beyin ESS’ndaki baglanmamuis ilag i¢in konsantrasyon-zaman egrisi

altinda kalan alani, AUCu,plazma’ plazmadaki baglanmamis ila¢ i¢in konsantrasyon-zaman egrisi
altinda kalan alani, fu,beyin beyin homojenatindaki serbest ilag fraksiyonunu ve fu’plazmaplazmadaki
serbest ilag¢ fraksiyonunu ifade etmektedir. Ayrica fu,plazma ve fu,beyin degerleri denge diyalizi ile in
vitro olarak kolaylikla Sl¢iilebilir [158,164]. K . . Esitlik 8°de gosterildigi gibi, AUC ve f

degerlerinin bir fonksiyonu olarak verilebilir [166].

AUCotpeyi fu beyi o
Kp,uu,beyin = ey X S E$1ﬂlk 8

AUCotplazma  fu,plazma

ve £ degerlerinden hesap-

,beyin’ fu,plazma u,beyin

Son olarak, Kp,
lanmaktadir.

Esitlik 9°da gosterildigi gibi, K

uu,beyin

fu,beyin

Kp,uu,beyin = Kp,beyin X Esitlik 9

fu,plazma

Reseptorleri beyin ESS’nda olan bir ilacin farmakodinamik profili ile en yakin iligkili parametre
Kp,uu,beym’dir. Ilgili reseptorler hiicre igindeyse, daha ileri arastirmalar gerekebilir [10]. Kp,uu,beyin
degeri KBE genelinde pasif ve aktif tasimanin net sonucu olarak somut bir deger verir. Esitlik
9’a gore, diisiik Kp,uu,beyin degerinin plazmaya diisiik 6zgilil olmayan baglanma, beyne yiiksek
baglanma veya diisiik K peyin degeri nedeniyle olabilecegi goriilmektedir. K beyin influks ve

efluks klerensleri oranidir ve Esitlik 10 ve 11 ile ifade edilebilir.

C i CL; . q-
Kp uu beyin — u,ss,beyinESS __ ic E$1ﬂlk 10

Cu,ss.[)lazma CLdlS

CLpasif +CL akt _alim - CL akt _ efluks

K in — Esitlik 11
p.uubeyin CLpasif~ CL akt _aim + CL akt _efluks + CLlyizn _akis + Clmetabolizma ;

Buradaki C beyin ESS’ndaki serbest kararli durum ilag konsantrasyonunu, C

.u,ss,beyin ESS’ . u,ss,plazma’
plazmadaki serbest kararli durum ilag¢ konsantrasyonunu, CL .. CL ve CL _ , sirasiyla
pasif’ alim efluks

KBE’ndeki pasif difiizyon, aktif alim ve efluks transport klerensini temsil eder. CL,

18in_akis
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beyinden BOS’na ESS yigin akis1 ve CL
[25,35,144,168,169].

KBE’ndeki beyin metabolik klerensidir

metabolizma’®

Beyin mikrodiyalizi yontemi, ilacin serbest beyin konsantrasyonunu (Kp’uu,beym) belirlemek i¢in
kullanilan dogrudan bir yaklagimdir [10,127,144,167]. Kararli durumda beyin ESS ile kan
arasindaki baglanmamis ilag konsantrasyonu orani (pr‘beym) pasiftasima ve aktif influks/efluksa
gore KBE’nde ilacin nasil bir yol izleyeceginin dogrudan nicel agiklamasini verebilmektedir

[10].

Esitlik 11, aktif efluks, beyin metabolik klerensi ve ESS yigin akisinin beyin penetrasyon
derecesini azalttigin1 gostermektedir. Permeabilitesi diisiik olan ilaglar icin CL g akis Kp,uu,beym
azaltmada etkin bir rol oynayabilir. Tahmini yigin akis klerensi yaklasik 0.2-0.3 npl/dk/g
beyin’dir [25,168-170].

27

K. beyin degerinin bire yakin olmasi pasif difiizyon ile benzer influks ve efluks klerensi oran-
larin1 gosterirken, bu degerin birden biiyiik olmasi, influks siirecinin, birden kii¢iik olmasi ise
aktif efluks transportu, beyin parankimasinda metabolizma veya y18in akis siirecleri gibi elimi-

nasyon siireclerinin daha énemli rol oynadigini diistindiirmektedir [10,127,144,167,171].

Tlacin Beyin ici Dagihm

[lacin beyin i¢i dagilimini belirlemek icin V wbeyin V€ fu7beyin parametrelerinin  Olg¢lilmesi
gerekmektedir. Mikrodiyaliz ve beyin kesiti teknikleri VY, beyin degerini, beyin homojenati
teknigi fu,beyin degerini belirlemek i¢in kullanilan tekniklerdir [119,121,164,172,173]. Beyin

mikrodiyalizi tekniginde Esitlik 12 kullanilmaktadir.

_ Atop,beyinAiger;kan -Vkan X C tot,kan Esitlik 12

1
Vu,beyin .
y CubevinESS

Bu esitlikte Ampbeym_i?er_kam kan dahil olmak iizere, beyin dokusunun bir gramindaki ilag miktarini,
V.., beyin dokusundaki kan hacmini, C opikan? kandaki toplam ila¢ konsantrasyonunu ve CbeyinEss?
beyin ESS’ndaki serbest ilag konsantrasyonunu gostermektedir [10,173]. A beyin icer kan® ilacin
gortlintir hacminde (V, ey ..) ¢0zlinen onceden belirlenmig bir miktarini gostermektedir. Goriiniir
hacmin en diistik degerl beyin ESS’simnin ger¢ek hacmi yani 0.2 mL/g beyin’dir [174,175].
[lacmn biiyiik bir kisminin beyin hiicrelerinde dagilmasi halinde (6zellikle de hiicre igerigine

baglandiginda) daha ytiksek bir V. beyin degeri elde edilebilir.

Beyin kesiti teknigine gore, Vu,beyin Esitlik 13 kullanilarak hesaplanabilir. Burada A
beyin kesitinin bir gramindaki ila¢ miktar1t ve C
[119,172,176,177].

slice”

tampondaki ila¢ konsantrasyonudur

tampon®

V L= Aglice
ubeyin = g - Esitlik 13

Beyin homojenati teknigi ozellikle ilag tasinmasi ¢alismalarinda f beyin degerinin belirlenme-
sinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemde kisaca, taze veya dondurulmus beyin ho-
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mojenati1 fosfat tamponlu tuz (PBS) igerisinde seyreltilmekte ve daha sonra diyaliz membrant
boyunca dengelenmektedir [14,35,178]. fu,beyin Esitlik 14 ile hesaplanabilir:

Seyreltilmemis_f, peyin = (U/fwll/ﬁ Esitlik 14

Esitlik 14’te D, beyin homojenati seyreltme faktoriinii ve f | seyreltilmis beyin homojenatin-
daki baglanmamus ilag fraksiyonunu ifade etmektedir.

Hiicre i¢i serbest ila¢ konsantrasyonunu dogrudan belirleyecek teknik hentiiz gelistirilememistir.
Bu nedenle, hiicre i¢i ila¢ dagilimini belirlemek i¢in mikrodiyaliz, beyin kesiti (Vu,beym) ve
beyin homojenatt (f ) ve tekniklerinin sonuglarinin kombinasyonu kullanilmaktadir
[4,158,165,166,177]. Kp,uu,hilcre ISS/ESS serbest ilag konsantrasyonu oranini agiklamakta ve
Esitlik 15 ve 16 kullanilarak hesaplanabilmektedir [158,165,166,172].

Kp,uu,hiicre = Iybeyin X Vu,beyin Esitlik 15

Cu,hﬁcre

Kp,uwhiicre = Esitlik 16

Cubeyin ESS

Daha sonra, beynin hiicre i¢i kompartmanlarindaki serbest ila¢ konsantrasyonu (C, . ) Esitlik
17 yardimu ile belirlenebilir [179].
Cu,hiicre = Cu,plazma X Kp,uu,beyin X Kp,uu,hﬁcre E$1t11k 17

b hiiere degeri, MSS hiicre i¢ini hedefleyen ilaglar i¢in C . . degerini gostermektedir
[4,166,177]. Bunun yani sira, Liu ve ark. [36], bir ilacin beyne giris hizin1 6l¢mek i¢in intrinsik
beyin dengelenme yar1 dmrii (t, . ) ile bir yontem gelistirmislerdir [Esitlik 18].

Y5 eq,in

Vbeyin X In2

tyeqin = Esitlik 18

PS x fu,beyin

Esitlik 22°de Vieyin beyin dokusunun fizyolojik hacmidir. Dengeye ulagma zamani1 KBE perme-
abilitesi ve beyin dokusuna baglanma afinitesi tarafindan belirlenir [36,106,180,181].

2. Sonug¢

Giivenli ve etkili MSS ilaglariin kesfi ve gelistirilmesi olduk¢a zor ve karmasik siirecleri
icermektedir. Ila¢ kesfinde doz ve farmakolojik aktivite arasindaki iliskiyi kontrol eden faktér-
lerin bilinmesi pre-klinik ve klinik ¢caligmalarda basarili ila¢ adaylarinin se¢iminde anahtar rol
oynar. Son yillarda ¢esitli in vitro, in vivo ve in siliko yontemler araciligiyla beyin dagiliminin
hiz ve derecesini etkileyen faktorlerin anlasilmasi ve basari olasiliginin 6ngoriilmesinde 6nemli
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gelismeler olmustur. [lacin dozu, maruziyet siiresi ve etkililigi arasinda iliski kurmak i¢in KBE
permeabilitesi ve beyin dokusuna baglanma kapasitesinin bir biitiin olarak degerlendirilmesi
gerekir. Yas, beslenme, yasam tarzi, stres ve hastaliklarin (santral ve periferik hastaliklar) KBE
fonksiyon degisikliklerine neden olarak ilag tedavisine yaniti etkileyebilecegi de unutulmama-
lidir. Toplam beyin konsantrasyonu yaygin olarak kullanilmasina ragmen, yapilan ¢aligmalar
beyindeki baglanmamis ilag konsantrasyonunun arastirilmasinin énemli oldugunu gostermek-
tedir. Farmakokinetik ve farmakodinamik agidan daha iyi bir maruziyet—etkinlik iliskisi ku-
rabilmek i¢in toplam konsantrasyonlardan baglanmamis konsantrasyonlar1 ayirabilen entegre
yaklasimlar kullanilmalidir. Aday ilaglarin in siliko yontemlerle test edilerek kiiciik bir gruba
indirgenmesi, bu gruba in vitro yontemlerle eleme yapilarak elemeleri basariyla gecen adayla-
rin in vivo yontemlerle test edilmesiyle maliyet ve is yiikii azaltilabilir. Aday ilacin beyindeki
serbest konsantrasyonu, penetrasyon ve dagilim 6zelliklerinin in vitro, in vivo ve in siliko yon-
temler kombine edilerek arastirilmasiyla, uygun fizikokimyasal, farmakolojik ve farmakoki-
netik Ozelliklere sahip yeni ila¢g molekiilleri gelistirilerek klinik basar1 artis1 saglanabilecektir.
Gelecekte beyin lenfatik sistemi iizerinde yapilacak arastirmalarin gizli kalmis bir¢ok 6zelligi
ortaya ¢ikaracag diisiiniilmektedir.
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