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ALJINAT-KITOSAN NANOPARTIKULLERIN KOLSISIN
SALIMINDA KULLANILMASININ ARASTIRILMASI

Mehlika GUN

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. A. Alev KARAGOZLER
2012, 67 sayfa

Bu caligmada glutaraldehit ile ¢apraz baglanmis aljinat/kitosan nanopartikiillere
bir antienflamatuar ila¢ olan kolsisinin baglanmasi ve kontrollii salimi i¢in uygun
tiretim ve kullanim kosullar1 arastirilmistir. Bu galigma kontrollii ilag salimini
saglayan materyal gelistirmeye doniik bir ¢calismadir. Kolsisinin bu c¢aligsma igin
secilmis olmasi onun gut, ailesel Akdeniz Atesi ve Behget hastaligi gibi tedavisi
zor olan hastaliklarda yerine baska preparatlar ikame edilemeyen bir ilag
olmasidir. Ilag tasityic1 nanopartikiiller, aljinat ve kitosan polimerleri ile
glutaraldehit ¢apraz baglayicisi kullanilarak olusturulmustur. Calismada kolsisin
tutuklanma kapasitesi incelenmis ve sicaklikla ilag tutulma kapasitesinin arttigi
goriilmiistiir. Son olarak ilacin nanopartikiillerden salim ¢alismalar1 farkli yapay
viicut sivilarinda gergeklestirilmistir. Kolgisinin in vitro mide ortaminda
¢ozlinmemis ve salim gergeklesmemistir. Kolgisin in vitro ince bagirsak ortaminda
salimi ilk {i¢ saat i¢inde maksimuma erismis ve daha sonra bir platoya ermistir.
Kolsisin gut, FMF, Behget hastalifi tedavisinde ¢ok kullanilmasina ragmen
polimer sistemlerde tutuklanmasi ve salimiyla ilgili literatiirde fazla c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alisma sonuglarmin kolsisin salimi yapabilecek toksik
olmayan dogal polimerlerden olusmus sistemlerin iretilme ve uygulama
kosullariin belirlenmesine katki yapmasi beklenmektedir.

Anahtar kelimeler: Kolsisin, aljinat, kitosan, nano, ilag salimi, glutaraldehit






ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE UTILIZATION OF ALGINATE-
CHITOSAN NANOPARTICLES FOR COLCHICINE DELIVERY

Mehlika GUN
M. Sc. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. A. Alev KARAGOZLER
2012, 67 pages

In this study we aimed to assess appropriate production steps for binding and
controlled delivery of colchicine, an anti-inflammatory drug, to glutaraldehyde
cross-linked alginate/chitosan nanoparticles. This study is designed to develop
materials using in controlled drug delivery. The reason lying behind choosing
colchicine as trial drug was that colchicine is still the gold standard for treatment
of several chronic diseases like gout, Familial Mediterrancan Fever and Behget’s
Disease and the necessity of chronic use of this drug in treatment of these diseases.
Nanoparticles used for drug release was produced by using alginate and chitosan
natural polymers. Glutaraldehyde was used as cross-linker. Colchicine entrapment
capacity was investigated and a positive correlation between temperature and
colchicine entrapment was observed. Release of colchicine from nanoparticles was
investigated in various artificial body fluids. No colchicine release in in vitro
artificial gastric juice. Reelease of colchicine in in vitro simulated gastric juice
environments reach to a plato in 3 hours and continued up to 5 hours with the
same. Colchicine is used by oral administration and can be toxic in case of
overdose. Colchicine is a commonly used drug for treatment of gout, FMF and
Behget’s Disease but there is not enough study in the literature about entrapment
of colchicine by polymer systems. With this study we aim to contribute to
assessment and production of colchicine delivery systems made of natural
polymers.

Key words: Colchicine, alginate, chitosan, nano, drug delivery, glutaraldehyde
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1. GIRIS
1.1. ilacin Tanimi

Diinya Saglik Orgiitii’niin yapmus oldugu ilag tanim “fizyolojik sistemleri veya
patolojik durumlar1 ilac1 alan kisinin yararina olacak sekilde degistiren, iizerinde
modifikasyon yapan her cesit madde” seklindedir. Bilimsel literatiirde ise ilag
sOzciigii daha ¢ok biyolojik olarak aktif olan maddeleri tarif etmek igin kullanilir.
[lag farmakolojik etkiden sorumlu olan aktif bir materyaldir. Ilacin uygulamasi ile
yapilan isleme “tedavi” denilmektedir. ila¢ uygulamasinda sadece aktif madde

bulunmaz ayni zamanda yardimci maddeler de bulunmaktadir.

Bir ilacin uygun dozunun ayarlanmasi ve tutarli bir dozaj formunda sunulmas1 onu
iireten firmaya baghdir. flacin dozaj formunda genellikle aktif olmayan yardimci
maddeler bulunur. Bu yardimci1 maddeler sayesinde ilacin potansiyel, tutarlilik ve
uygulama formunun miktar1 gibi parametreler lizerinde kontrol saglanmis olur.
Dozaj formlarin hizli bir sekilde salinmasi isteniyorsa bu amagla jelatin, laktoz,
nigasta, parafin, talk gibi yan maddeler siklikla kullanilmaktadir. Bu maddeler
ilacin baglanmasi, par¢alanmasi veya ¢oziinebilmesi i¢in kolaylik saglamaktadir.
flacin 6zelliklerine gore yardimeir maddeler gastrik sivi iginde veya intestinal

ortam i¢inde ¢6ziinebilir olmalidir.

Dozaj formlarmin salimmin uzatilmasi i¢in yardimci maddeler Snemli rol
oynamaktadir. ilacin gastrointestinal kanal boyunca emilim hiz1 iizerine etki
edebilirler. Kullanilan bu yardimci maddeler viicut ile herhangi bir etkilesime
girmeyen biyouyumlulugu olan bir polimer olmalidir. Bir biitiin olarak
diistintildiigiinde yardimct maddeler biyobozunur ve biyobozunur olmayan
polimerler olarak siniflandirilabilir (Jean ve losif, 2005).

Biyofarmasotik, 1958 yilinda Levy tarafindan “ilacin farkli fizikokimyasal
formlarinin emilim hizim1 ve dagilimimi etkileyen faktorler iizerinde yapilan
calisma” olarak tanmimlanmistir. Biyofarmasotik ilacin farkli fizikokimyasal
formlarinin absorbsiyon, dagilim, metabolizma, birikim ve atilim gibi 6zellikleri
ile ilgilenmektedir. Ilacin dozaj formunun miimkiin olan en uygun seviyede
emilmesi, istenilen bolgede en yiiksek konsantrasyonda olacak sekilde dagilmasini
saglar. Bir diger degisle farmakolojik olarak aktif olan madde tek basina yeterli



degildir, bu maddenin etkinligi organizmaya ne sekilde verildigine de baglhdir
(Jean ve losif, 2005).

1.2. Ila¢ Sahm (iletim) Sistemleri

Biyomedikal miihendislik alaninda son yillardaki ilerlemeler ile pek ¢ok makro
molekiiler ilag tiretilmis ve piyasada satisa sunulmustur. Biyobozunur polimerler
dikis materyali, yara kapatma materyali ve yapay deri gibi alanlarda genis bir
kullanim alan1 bulmaktadir. Polimerik ilag dagitim sistemleri ise standart
yontemlere ek olarak pek ¢ok uygulama seklinde kullanilabilmektedir. Bu ilag
dagitim sistemleri mekanik pompalara gore ¢ok daha az karmagsiktir ve ilag,
polimer matriks igerisinde ¢Oziinmemis olarak da depolanabildigi i¢in, daha
kiiciiktiir. Son donemlerde yapilan c¢alismalarda polimerik araglarin yiiksek
molekiiler agirlikli ilaglar icin daha elverisli oldugu gosterilmistir. Cevresel
kosullardaki degisikliklere (sicaklik, pH, UV-goriiniir 151k, elektriksel alan ve bazi
kimyasallar ) cevap verebilen yeni kontrollii ilag salim sistemleri kesfedilmektedir.
Amaca yonelik kontrollii ilag salim sistemleri pek ¢ok sekilde denenmistir. Bunlar
arasinda en ¢ok One ¢ikan tiir nanopartikiiller olurken, bunlar1 mikropartikiiller ve
hidrojeller izlemektedir. Pek ¢ok yontem arasindan nanopartikiiller kontrollii ilag
salimi iizerinde ¢ok Onemli bir etki olusturmustur, bu nedenle nanopartikiil
hazirlama ve karakterizasyon tekniklerinin gelistirilmesi Onem tagimaktadir
(Majeti vd., 2002).

1.2.1. Transdermal ila¢ Sahm Sistemleri (TDDS)

Pek ¢ok ilag, uygulama yoluna bagl olarak istenmeyen etkiler gosterebilmektedir.
Geleneksel ilag salim sistemlerinde karsilagilan problemlerin Onlenmesi igin

transdermal ilag¢ salim sistemleri gelistirilmistir.

Oral ilag uygulamalar yiizyillardir denenmistir ve giiniimiizde tablet ve kapsiiller
olarak kullanilmaktadir. Enjekte edilebilir ilaglar son 130 yil i¢cinde ortaya ¢ikmis
ve sterilizasyonun daha iyi anlagilir hale gelmesiyle kabul edilebilir duruma
gelmistir. Basta lokal deri hastaliklarinda olmak iizere topikal uygulamalar da
yiizyillardir kullanilmaktadir. Transdermal ilag¢ salim sistemleri (TDDS), sistemik
kan seviyesini yakalamak i¢in tasarlanmistir ve 1950’lerden beri kullanilmaktadir.
Transdermal niifuz islemi ya da deriden emilim, ilag gibi molekiillerin derinin

disindan niifuz ederek derinin tabakalarini ge¢ip kan dolasimina ulagsmasi olarak



tanimlanabilir. ilacin sistematik girisinde istenmeyen yan etkiler veya toksik
etkiler olusabilir (Hollinger ve Ranade, 2004).

TDDS’lerin hepatik ilk gegis etkisine ugramadan daha uzun siire boyunca kan
diizeyi saglanmasi, yan etkilerin azalmas1 ve gastrik mukoza ile direkt etkilesim
nedeniyle ortaya ¢ikan gastrointestinal etkilerin dnlenmesi gibi avantajlar1 vardir.
TDDS’lerden gerceklesen salim paternleri yapay membranlar, hayvan veya
kadavra cildi kullanilarak in vitro ortamda ¢aligilmigtir

Kollagen ve kitosan membranlar kullanilarak ilaglarin kontrollii TDDS salimi igin
membranlar gelistirilmistir. Ilaclarin sistem icindeki stabilitesin artirilmasi
amaciyla aljinat jel kullanilabilir. Salim hiz1 kullanilan membran tipine baghdir
(Ksthirsagar, 2000).

1.2.2. Lipozomal ve Hedefe Yonelik Tla¢ Salim

Ilaglarin direkt dagilimi ile etkilenen dokulara daha etkili ilag tedavisindeki asil
ilgi intraarteriyel veya periton gibi viicut bosluklar1 icine infiizyonlara benzer lokal
veya bolgesel tekniklere yogunlagmaktadir. Bolgesel tedavinin, diisiik sistemik
toksisite ve direkt olarak hedeflenen alanda ilacin pik seviyeleri gostermesi gibi
yararlari bulunmaktadir. Fakat bu uygulamanin basaris1 sinirlidir. Giliniimiizde
aragtirmalar sadece tutulmus dokulara gidecek ilag dagitim sistemleri
olusturulmaya ¢aligmaktadir. Burada dikkati ¢eken tasiyici sistem lipozomlardir.

Lipozomlar amfipatik fosfolipitlerden olugmus ¢ift-katmanli konsentrik yapilardir
ve sahip olduklar1 ¢ift-katman sayisina gore lipozomlar multilamellar (MLV),
kiigiik unilamellar (SUVs) veya biiyiik unilamellar (LUVs) olarak siniflandirilirlar.
Boyutlar1 0.025 p ile 10 p arasinda degisiklik gostermektedir. Lipozomlarin
boyutlart ve yapilart hazirlama metodu ve igeriklerine gore degisiklik gosterir.
Lipozomlar ilag, as1 ve gen tasima ve dagitimi amaci ile pek ¢ok hastaligin

tedavisinde yer almaktadir.

Ornek olarak Termosensitif lipozomal taxol formiilii (1s1 aracili hedeflenmis ilag
dagitimi) gelistirilmistir. Taxol’lin toksik yan etkileri olmasi nedeniyle Cremophor
yardimecr madde olarak kullanilir. Tiimdr hiicrelerinde termosensitif lipozom ve
hipertermi kombinasyonu tedavisinin tiimor hacminde daha biiyiik gerileme
sagladig1 saptanmistir (Ksthirsagar, 2000).



1.2.3. Oral ila¢ Salim

Oral yoldan ila¢ alimi tarih boyunca, en uygun ve yaygin olarak kullanilan ilag
salim yontemidir. Kaplama teknolojisi 1800’lerin ortalarinda jelatin ve seker
kaplamalarin kesfiyle gelismistir. ilag iceren boncuklarin mumlar ve yaglar ile
kaplanmas: ile bu teknoloji biiyiik ilerleme gostermistir. {lacin kontrollii salimi
iizerine 1900’lerin ortalarina kadar caligmalar yapilmistir ve bine yakin patent
almmistir. Gergekten etkili ilk oral ilag salim sistemi olan katmanli tablet
(Spansule) 1950’lerde tanitilmistir. Bu sistem kaplanmis ilag igeren boncuklarin
kapsiil igerisine yerlestirilmesiyle olusturulmustur. Farkli salim hizlarinda kapsiil
basma 50’den 100’e ya da daha fazla ila¢ iceren boncuk alacak sekilde dizayn
edilmistir. Bu sistem Smith Kline & French Laboratories tarafindan

pazarlanmustir,

1960’larn sonlarina dogru dozaj sekline dayali yeni sistemleri isimlendirmek i¢in
“kontrollii ila¢ salim1” terimi kullanilmistir. Bu sistemlerin ilacin ¢oziintirliigiini
kontrol altinda tutma gorevinin yani sira ek gorevleri de vardi. Kontrollii ilag salim
sistemlerinin amaci ilacin giivenirligini gelistirmek ve etki siiresini uzatmaktir.
Gilivenli emilim saglamak, biyoyararlanimi ve ilag iletim etkinligini arttirmak icin
iiretilmis bir¢ok kontrollii ilag salim sistemi vardir. Coziiniirliigii, emilim hizini ve
biyoyararlanimi arttirmak amaciyla tasarlanmis kontrollii salim {riiniine 6rnek
olarak mantar 6nleyici ilag olan “griseofulvin” verilebilir.

Oral kontrollii salim sistemleri c¢ogunlukla polimerlerden yapilir ve salim
mekanizmasi genellikle diflizyon, biyoerozyon ya da degredasyon, sisme ya da
osmotik basing ile diizenlenir. Difiizyon, ilag-polimer karisimi gastrointestinal sivi
ile yiizlestiginde gerceklesir ve ilacin tablet veya kapsiilden salimi ile sonuglanir.
Biyoerozyon veya degradasyon, bazi ilag-polimer kompleksleri gastrointestinal
sistemden gecerken olusur. Bazi ilag-polimer formiilasyonlar1 gastrointestinal sivi
ile yiizlestiklerinde sisme ya da osmotik basing olusur ve ilacin salinmasi ya da
cekilmesi ile sonuglanir (Hollinger ve Ranade, 2004).

Protein ve peptit yapidaki ilaglarin oral yoldan kullanilmasi biiylik O6nem
tagimaktadir. Bu amagla jelatin kapsiilleri degisik konsantrasyonlarda sodyum
alginat ile kaplanmis, uygun konsantrasyonlardaki kalsiyum kloriir ile
¢aprazlanmistir. Gastrik ve intestinal ortam direnci agisindan in vitro olarak test
edilmistir. Agirlik olarak % 20 oraninda polimer kapl jelatin kapsiiller in vitro



ortamda en umut verici sonuglari saglamstir. Insan goniillii denekler iizerinde
denenmis ve gastrointestinal ortamdaki davramiglari incelenmistir. Yapilan
radyolojik caligmalar kapli olmayan jelatin kapsiillerin 15 dk’lik bir sindirimden
sonra parcalandigini; aljinat kapl jelatin kapsiillerin ise midede kaldigi siire
boyunca parcalanmadan kaldigimi (3 saate kadar), daha sonra iliogekal (ince
bagirsak) bolgeye geldiginde pargalanmaya ugradigini gostermistir (Ksihirsagar,
2000).

1.2.4. Parenteral ila¢ Salimi

Parenteral tedavi ilacin dogrudan damar yolu (intravenoz) ile hastaya verilmesidir.
Diger ila¢ salim sistemleri ile karsilastirildiginda ila¢ iletiminin en hizli yoludur.
Ilag tedavilerindeki hatalar ve damardan enjekte edilebilecek ilaglarn kesfedilmesi
1960’larin basinda intravendz ilag salim sistemlerinin gelistirilmesine yardimci

olmustur.

Intravendz, subkutandz veya intramuskiiler enjeksiyon ile yapilan parenteral ilag
dagitiminda ilag, hizli ilag absorbsiyonu ile sistemik dolasima kolayca gecebilir.
Ote yandan, izl ilag absorbsiyonuna sistemik dolasimda ila¢ seviyelerinde hizli
bir diisiis de eslik etmektedir.

Etkili bir tedavi igin; tedavi gerektigi siirece, sistemik ila¢ seviyesinin terapatik
olarak etkili konsantrasyon araliginda tutulmasi gereklidir. Sistemik sirkiilasyonda
sabit bir ilag seviyesini elde etmek i¢in iki strateji kullanilabilir; absorbsiyon veya
ilag oranina hakim olmak veya ila¢ atilimina hakim olmak. ilag absorbsiyonunun
(dozaj formlart modifiye ederek) kontrolii, ila¢ atiliminin kontroliinden (viicut
fizyolojisini modifiye ederek) daha kolaydir. Devamli intravendz infiizyon; etkin
tedavi gerektirdigi siirece terapatik konsantrasyon araliginda sabit ve devamli bir
ilag seviyesi olusturur. Fakat bu durum hastaneye bagimliligi artirir ve yakin tibbi
gbzetim uygulanmasi gerektirir. Yeni enjekte edilebilir ila¢ dagitim sisteminin
gelismesi gecen bir kag yildir 5nemli derecede dikkat ¢ekmektedir. Dagilim sistem
stireclerinde uygalama kolaylhigi, viicutta alana spesifik etki i¢in lokalize ilag
dagilimi (6r: lokal anestezi/analjezi), tedavi etkinligini bozmayan indirgenmis doz
miktarlar1 farmakoekonomik ve ticari olarak g¢ekici bazi nedenlerinin olmasi gibi
avantajlarindan dolay1 depo formiilasyonlar bilim adamlarinin daima iizerinde
durdugu bir konu olmustur (Bari, 2010).



1.2.5. Kolona Spesifik ila¢ Salim

Kolon hedef alinarak gergeklestirilen ilag saliminin pek c¢ok terapétik avantaji
vardir. Mide asidi veya pankreatik enzimler ile metabolize edilen ya da pargalanan
ilaglar kolon ortamindan ¢ok daha az etkilenmektedir. Ulseratif kolid, kolorektal
kanser ve Crohn’s hastalig1 gibi kolonik hastaliklarin tedavisinde ilacin direkt
olarak etkilenmis bolgeye salinmasi ¢ok daha etkindir (Ksthirsagar, 2000).

1.2.6. intranazal ila¢ Salim Sistemleri

Gastrointestinal ilk gecis eliminasyonunu 6nlemek ve uygulamayi kolaylastirmak
icin nazal yol bazi ilaglarin giinliik uygulamasi i¢in uygun bir alternatif olarak
goriinmektedir. Nazal yolun ilag uygulamasinda kullanimi eski ¢aglardan beri
insanoglunun dikkatini ¢cekmistir. Nazal tedavi Bati Hindistan tibbinin Ayurvedic
sisteminde kullanilan bir uygulamaydi. Psikotropik ilaclar ve haliisinojenler Giiney
Amerika yerlileri tarafindan buruna ¢ekme yontemi ile ylizyillardir
kullanilmaktadir. Son on yildir oral olarak emilimi olanaksiz olan bilesikler i¢in
intranazal ila¢ uygulamasinin kullanish olabilecegi tartisilmaktadir (Hollinger ve
Ranade, 2004).

1.2.7. Okiiler ila¢c Salim Sistemleri

Goz preparatlarint olusturan c¢ozeltiler, siispansiyonlar ve merhemler kornea
iizerine lokal olarak uygulanabilirler ya da goz kiiresi ile gbz kapag1 arasindaki
bosluga damlatilabilirler. Sulu bir ¢ozelti kornea iizerine damlatildiginda ilag
gdziin i¢ kismina niifuz etmelidir. Cozelti, gozyaslar ile yikanip ve gdzyas: kanali
ile atildigindan, g6z damlalar1 géz ile uzun siire temasta kalamazlar ve sik
araliklarla diizenli olarak uygulanmalidirlar. Siispansiyonlar daha uzun siire goz ile
temas halinde olurlar fakat tanecikli yapilarindan dolay1 tahris etme problemleri
vardir. Tahris asir1 gz yast bosalmasina ve damlatilmis dozun azalmasina sebep
olabilmektedir. Merhemler de g6z ile uzun siire etkilesebilme avantajina
sahiptirler fakat g6z iizerinde bulanik goriintii olugmasima sebep olan bir film
olustururlar. Goz ile ilgili preparatlarda olusabilecek dezavantajlar1 ortadan
kaldirmak igin ilaci istenen hizda ve uzun siire salan kontrollii salim sistemleri
kullanilmaktadir.

Okiiler ilag salim sistemlerinin kendine 6zgii uygulamasi, ilacin puls girisini

sagladiktan sonra ani bir sekilde ila¢ konsantrasyonunun diisiiriilmesini takip eden



yontemdir. Goz damlalart ile yeterli tedaviyi saglamak yeterli biiyiikliikte ve giicte
bir puls girisi ile ya da az yogun bir puls girigini sik araliklarla uygulayarak
saglanabilir. Korneadan emilimi gelistiren baz1 yeni okiiler ila¢ salim sistemleri
bildirilmigtir. Bu sistemlerde g6z damlasinin ihtiyagtan daha az siklikta
uygulanmasi ile istenilen etki saglanabilmekte fakat yan etkiler artmaktadir.
Bundan dolayi, bu sistemler dozdan kaynakli ciddi olmayan yan etkileri olan
ilaglar ile sinirh kullanima sahiptirler (Hollinger ve Ranade, 2004).

1.2.8. intravajinal fla¢c Salim Sistemleri

Steroid hormonlar gibi sistematik olarak aktif ilaglar vajinal mukozadan
emilebilirler. Vajinal emilim, progesteron emdirilmis fitil formiilasyonunun
uygulanmasi ile ispat edilmistir. Ozellikle kontraseptif ilaglarin vajinal yol ile
uygulanmalarinin bir¢ok avantaji vardir. Ilaveten ilacin vajinal epitelden emilimi
oral yol ile alman kontraseptif ilaglarm yarattig1 toksisiteyi azaltmaktadir. Ilacin
intravajinal olarak uygulanmasi hepatik ilk gecis etkisini ve olusabilecek
gastrointestinal uyumsuzlugu 6nlemektedir (Hollinger ve Ranade, 2004).

1.3. Kolsisin

Kolsisin adin1 Colchicum tiirii bitkiden alan, eski yunan ve arap yazitlarinda da
bahsedilen toksisitesi olan ve gut tedavisinde kullanilan bir alkaloittir. Gliniimiizde
bu alkaloid halen gut tedavisi i¢in kullanilmakta, ayrica genetik hastalik olan,
Ailesel Akdeniz Atesi (Familiar Mediterreneam Fever) tedavisi i¢in de
kullanilmaktadir. Molekiiler biyolojide poliploid bitkilerin olusumu ve karyolojik
caligmalarda hiicre boliinme inhibitorii olarak da uygulama alani1 bulmaktadir.
Molekiil agirligi 399,437 g/mol, kapali formiilii C,H,sNOg olup; agik formiili ve
ic boyutlu yapisi asagida gosterilmistir (Vinnersten ve Larsson, 2010).
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1.3.1. Tarihge

Kolsisin &nciilii olan Colchicum’un M.O 1500 yilinda Ebers Papyrus kagitlarinda
(eski musir tibbi yazitlar, MO 1550) romatizmanin tedavisi icin kullanildig
anlatilmaktadir. M.O 550 yilinda, gut hastaliginda Colchicum kullanimi (bitkinin
sogan kismi) Tralles’te yasayan Lidyali Alexander tarafindan ‘“hermodaktil”
olarak tavsiye edilmistir. Colchicum Persli doktor ibn Sina ve diger islami
doktorlar tarafindan kullanilmis, Fransiz cerrah Ambroise Pare tarafindan 16.
yy’da tavsiye edilmistir. 1618 yilinda ise London Pharmacopoeia (tibbi ilag
kitab1)’da kendine yer bulmustur. 1833’te P.L. Gieger adin1 kolsisin koydugu aktif
bileseni saflastirmigtir. Colchicum, Amerika’ya Benjamin Franklin tarafindan
gotiiriilmiistiir. B. Franklin gut hastaligindan yogun acilar ¢ekmistir ve Fransa’da
Amerika biiyiikel¢iligi gorevini yaparken hastalik hakkinda kendi goriiglerini

yazmuistir.

Colchicum ekstrat1 ilk defa birinci ylizyilda Pedanius Dioscroides tarafindan
olusturulan De Materia Medica (tibbi bilgiler iceren kitap)’da gut tedavisinde
kullanilmas1 ile tanimlanmistir. Kolsisin ilk defa iki Fransiz Kimyager P.S.
Pelletier ve J. Caventon tarafindan 1820 yilinda izole edilmistir. Daha sonra
trisiklik alkaloid olarak tanimlanmis ve gut hastaliginda tubulini baglayarak
agrilart hafifletici ve anti-enflamatuar etkileri oldugu anlagilmigtir (Dewick, 2009).

1.3.2. Kolsisinin Biyosentezi

Colchicum alkaloitlerinin biyosentezi {izerindeki ilk c¢alismalar 1960 yilinda
Battersby ve Leete tarafindan izotopla isaretlenmis bilesikler {izerinde yapilmistir.
Batterby ve Leete, fenilalanin, tirozin, methionin, asetik asit ve sinnamik asit
kullanarak yapmis olduklar1 ¢alismalar sonucunda, kolsisindeki asetamido
grubunun asetik asitten, A halkas1 ve 5, 6, 7 ve 12 nolu karbon atomlarinin
fenilalanin, sinnamik asitten ve tropolon halkasinin tirozinden meydana geldigini
gostermislerdir (Pirildar, 2006).



10

9] — o
~_+-COOH COOH
m . m
u\; NH,
Fenilalanin Sinnamik asit
[ ]
HyC-HS—CH,CH,CH(NH,)COOH CH3COOH
e Asetik asit
~ _COOH
—
Tirozin
JCH30
Kolgisin

Sekil 1.1. Kolsisinin Biyosentezi

Kolsisinin tropolon halkasinin gergekte, tirozin halkasinin geniglemesinden
meydana geldigi kanitlanmistir. Colchicum autumnale’yi ileri radyoaktif besleme
caligmalari, kolgisinin  biyosentetik  olarak  (S)-Autumnaline’den  sentez
edilebilecegini gostermistir (Dewick, 2009).

1.3.3. Kolsisin Farmakolojisi

Kolsisinin etki mekanizmasinin en 6nemli kismin1 mikrotiibiil olusumunu inhibe
etmesi olusturmaktadir. Mikrotiibiiller hiicre iskeletini olusturmada biiyiik gorev
iistlenir ve hiicre gogii, bolinme ve polarizasyon gibi c¢ok Onemli hiicre
fonksiyonlarinda gorev yaparlar. Mikrotiibiiller sitoplazma boyunca uzanan rijit
polimerlerdir. Her mikrotiibiil antimitotik maddelere duyarli ve labil olan bir alfa
ve bir beta tiibiilin heterodimeri igerir. Her kolsisin molekiilii bir tubulin

molekiiliine baglanir ve polimer yapisi olusturmasini engeller. Mikrotiibiil uzamasi
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durur ve mitotik ¢evrim kesintiye ugrar, bu nedenle hiicre boliinmesi devam
edemez. Kolsisin bu 6zelligi ile en eski antimitotik ilaglardan birisi olarak one
cikar. Hiicre iskeletini bozmak suretiyle kolsisin, intraselliiler vezikiil motilitesi,
sekresyon ve sitokinler ve kemokinler gibi endojen mediatorlerin yer aldigi

sinyalleme yollarini inhibe eder.

Kolsisin ozellikle 106kositlerin adhezyon, mobilite ve sitokin {retimi gibi
Ozellikleri iizerinde inhibisyon etkisine sahiptir. Bu mekanizmalar kolsisinin
antiinflamatuar etkinligini biiylik 06lg¢lide agiklar ve bu nedenle kolsisin pek ¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilir (Niel ve Scherrmann, 2006).

1.3.4. Kolsisin Farmakokinetigi
1.3.4.1. Absorbsiyon

Kolsisin ana olarak jejunum ve ileumdan emilse de bu oranlar bireyler arasinda
degisiklik gosterir. Yapilan farmakodinamik caligsmalarda 1 mg dozunda oral yolla
verilmesinden 30-90 dk. sonra en yiiksek plazma konsantrasyonuna ulastigi
gosterilmistir. Lipofilik kolsisinin absorbsiyonu, intestinal bariyerde ortalama %
45°tir.

Ayni tedavi metodu uygulanan hastalarda elde edilen yanitlarin bireyler arasinda
biliylik farkliliklar gdstermesinin  ana nedenlerinden birisi de kolsisin
absorbsiyonudur. Absorbsiyon {izerinde en biiyiik etkiye sahip olan nedenler
olarak enterositte kolsisini metabolize eden CYP3A4; ve kolsisini enterositten
barsak liimenine atan enterositin luminal tarafinda bulunan P-glikoprotein 6ne
cikmaktadir. Son olarak kolsisin bulanti, kusma gibi semptomlara neden
oldugundan ilacin absorbsiyonu olumsuz etkilenebilir. Bu nedenlerden dolay1
kolsisinin intravendz enjeksiyonu onerilir fakat ven sklerozu, nekroz ve doz asimi
gibi yan etki riskleri ortaya cikar. Ug ile 11 giin boyunca 8-18 mg dozunda
intravendz kolgisin enjeksiyonu sonunda kolgisin nedenli 6liim goriildiigii daha
onceki ¢aligmalarda bildirilmistir (Niel ve Scherrmann, 2006).

1.3.4.2. Dagilim

Kolsisinin dagilim yar1t émrii 1-2,7 saat arasinda degisiklik gosterir. Kolsisinin
dagilimi ekstraselliiler kompartmanda daha fazladir. Bu da kolgisinin dokular
tarafindan difiizyonunun yiiksek oldugunu gostermektedir. /n vitro ortamda
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kolsisinin % 40’1 albumine baglanir. Cok az bir miktar1 da asit alfal-glikoprotein,
gama globulin ve lipoproteinlere baglanir. Eritrositler de kolsisin depolayabilirler.

Kolsisinin % 3’iinden daha az bir miktari 16kositler tarafindan tutulur. Kolsisinin
plazma konsantrasyonunda pik degerine ulagmasi igin 1 saat gecmesi gerekirken;
intraselliiler pik degerine ulagmasi i¢in 48 saat gegmesi gerekir. Kolsisinin 16kosit
fonksiyonlar {izerinde kemotaksis inhibisyonu veya adhezyon inhibisyonu gibi
etkilerinin gelismesi i¢in 24-48 saat gegmesi gerekir. Kolsisin tedavisine devam
edilmemesi durumunda kolsisin diizeyleri yaklasik 16 saatlik bir eliminasyon yar1
omrii hizinda diisiis gosterir ve 16kosit fonksiyonu tizerindeki etkilerin diizelmeye

baslamasi i¢in de 24-48 saatlik bir siire gegmesi gerekir.

Kronik olarak kolsisin kullanimi1 s6z konusu oldugunda kolsisin plasental
bariyerler gibi bariyerleri asabilir. Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) tedavisi goren
kadinlarin ~ bebeklerinin  kord kaninda  kolsisin  saptanmistir.  Fakat
sinsityotrofoblastlar tarafindan sentezlenen P-glikoprotein kolsisini koryon
villustan maternal dolagima atarak ilacin fetal hasari engellenir. Kolsisin kan
beyin bariyerini de asarak biiyiik miktarda tubulin igceren beyinde de birikim
gosterebilir. Endotelial hiicrelerin luminal bolgesinden salgilanan P-glikoprotein
kolsisini serebral intravaskiiler kompartmana transport eder. Bu sayede beyinin
ilaca daha az maruz kalmasi saglanarak hasar 6nlenmis olur. Bu veriler kolsisinin
viicuttaki tiim dokulara penetre olabildigini gosterir. P-glikoprotein ise normalde
doku bariyerleri ile korunan bélgelerin ilaca maruz kalmasini engeller. Dolayisiyla
kolsisin dagilimi ile ilgili muhtemel riskler P-glikoprotein diizeyinin azlig1 veya P-
glikoprotein disfonksiyonuna neden olan diger ilaglardan koken alir (Niel ve
Scherrmann, 2006).

1.3.4.3. Metabolizma ve eliminasyon

Kolsisinin eliminasyonunda en etkili yolun safra yolu oldugu diisiiniilmektedir.
Enterohepatik siklus kolsisinin plazma pik diizeyine ulagmasini geciktirir. Safra
kesesi obstriiksiyonu olan hastalarda kolsisin toksisitesi goriilebildigi daha 6nceki
caligmalarda bildirilmistir. Safra ekstraksiyonunda en biiylik role sahip olan etken
safra kesesi membranindan salgilanan P-glikoproteindir. P-glikoprotein kolsisini
intrahepatik kompartmandan safraya transport eder.
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Kolsisin klerensinin % 5-20’sinden bobrekler sorumludur fakat bu oran tiirler
arasinda degisiklik gostermektedir. Uriner sekresyon hem glomeriiler filtrasyon
hem de tiibiiler sekresyon mekanizmalariyla saglanir (Niel ve Scherrmann, 2006).

1.3.5.Kolsisinin Hastaliklarda Kullanimi

Kolsisin i¢in resmi endikasyon gut ataklarinin tedavisi ve onlenmesidir ancak
Ailesel Akdeniz Atesinin (FMF) ve primer biliyer sirozun tedavisinde de genis
capta kullanilmaktadir. Ilacin etki mekanizmasi tam olarak anlasilamamustir.
Ozellikle bu hastaliklarda inflamatuar cevabi azaltir. Farmakolojik etkilerin bir
cogu ilacin tubulin-kolsisin komplekslerinin formasyonuyla beta-tubuline
baglanarak mikrotiibiil kendi kendine birlesme, boylece de bir ¢ok hiicresel
fonksiyonla (6rn: kemotaksis, degraniilasyon, fagositoz) miidahele etme siirecini
inhibe etme kapasitesine bagl gibi goziikkmektedir. Bdylelikle, kolsisin l6kosit

motilitesini ve fagositozu azaltir.

Kolsisinin Ailesel Akdeniz Atesindeki sistemik inflamatuar siireglerin (rekiirren
poliserozit) relapslarini onlemedeki etkinligi kanitlanmigtir (Meurin ve Tabet,
2011).

Gut artritinin akut alevlenmeleri, Behget Hastaligi, Ailesel Akdeniz Atesi ve
Rekiirren Perikarditte endikasyon onay1 almistir.

Akut koroner sendrom, aftdz stomatit, kronik konstipasyon, karaciger fibrozu ve
siroz, kronik gut, dermatitis herpertiformis, dermatomyozit ve progresif sistemik
skleroz, peyronie hastaligi, psoriasis, pulmoner fibrozis, pyoderma gangrenosum,
koroner anjioplasti sonrasi restenoz, trombositopenik purpura, iirtikeryal vaskiilit,
pulmoner adenokarsinom, gibi hastaliklarda deneysel endikasyon almistir (Cocco
vd., 2010).

1.3.6. Kolsisin Yan Etkiler

Kolsisinin yan etkileri gastrointestinal sistem rahatsizliklar1 ve nd&tropenidir.
Yiiksek doz kemik iligine hasar verebilir ve anemiye yol agabilir. Mitotik
inhibitorlerle iliskili ana yan etki ise, ellerde ve ayaklara hissizlik ve
karincalanmaya neden olan periferal noropatidir ve bu durum ilag dozunun
azaltilmasi hatta ilacin tamamen kesilmesini gerektirecek kadar siddetli olabilir
(Dewick, 2009).
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1.3.7. Kolsisin Zehirlenmesine Yol Acan Nedenler

Kolsisin ve metabolitleri biiyiik bir cogunlukla bobrekler ve safra yolu ile elimine
edilirler. Bu iki yolun herhangi birinde meydana gelen bozukluk kolsisin
zehirlenmesi riskini artirir. Dolayisiyla bobrek yetmezligi ve karaciger yetmezligi
olan hastalarda kolsisin zehirlenmesi goriildigi bildirilmistir. 25 mL/dk
diizeyinden daha az bir kreatinin klerensi olmasi durumunda kolsisin birikimi
ortaya cikabilir. Fakat kolsisinin bobrekler araciligi ile elimine edilmesi total
eliminasyonun % 20’sini olusturmakta; eliminasyonun biiyiik bir kismini hepatik
klerens olusturmaktadir. Net hepatik klerens ise hem safra hem de metabolik
klerens komponentlerini icermektedir. Kolsisin eliminasyonunun ana yolunu safra
yolu olusturdugu igin primer bilier siroz veya diger siroz tiirlerinde kolsisin
zehirlenmesi riski artar (Niel ve Scherrmann, 2006).

1.4. Aljinat/Kitosan Nanopartikiilleri

Genel bir tanim olarak nanopartikiiller 10-1000 nm boyutundadirlar.
Biyopargalanabilen 100 nm boyutlarindaki nanopartikiiller ila¢ saliminda 6nemli
avantajlar saglamaktadir. Nanopartikiiller kiigiik kapillerlere penetre olabilir,
nanopartikiiller ile hedeflenen alanlarda nanopartikiill kapli ilacin birikimi
arttirilabilir. Nanopartikiiller permeasyon (niifuz etme) ve retensiyon (tutulma)
etkileri sayesinde hedeflenen tiimdr hiicresine pasif olarak etki edebilir.
Nanopartikiiller uzak hedeflere, lokalize kataterli infiizyon ile iletilebilir veya
nanopartikiil yiizeyi doku-spesifik hedefleme ile etiketlenerek uzak hedeflere
ulastirilabilir. Ayrica nanopartikiiller gadolinium gibi bir gorlintiileme ajani ile
kaplanabilir. Nanopartikiiller hem goriintiilleme hem de terapatik ajanlar ile
doldurulabilir ve ilag saliminda ve goriintiileme uygulamalarinda kullanilabilir
(Chavanpatil vd., 2007).

Aljinat, agar, agaroz, kitosan veya sentetik polimerlerden olusan nanopartikiillii
hidrojeller son yirmi yildir gelistirilmekte ve test edilmektedir. Aljinat ve kitosan
gibi polimerler biyouyumlu biyopargalanabilir ve mukoadheziv olarak
tanimlanmis, kontrollii salinim cihazlarin tasarlanmasini i¢ceren bazi farmakétikal
ve biyomedikal uygulamalara izin vermektedir. (1-4)-bagli 3-D-mannuronik asid
(M) ve a-L-guluronik asidin (G) anyonik polisakkaridi olan aljinat (Alg) ilaclarim,
proteinlerin ve hiicrelerin biyoenkapsiilasyonunda genis 6l¢iide kullaniimaktadir.
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Kitosan, deniz eklembacaklilarinin dig iskeletinden elde edilen kitinin (poli-p-(1-
4)-N-asetil-D-glukozamin) ~ katyonik  deasetillenmis ~ formudur.  Kitosan
nanopartikiil oral dagilim araglari i¢in ilgi odagidir ¢iinkii transepitelyal elektrik
rezistansin1 azaltabilmekte ve gecici olarak epitelyal hiicreler arasindaki siki
baglantilar1 agabilmektedir. Aljinat/Kitosan nanopartikiilleri, ilacin oral alima
basvuruldugunda midenin agresif ¢evresinden korunmasi i¢in tasarlanmaktadir.
Bagirsak pH''inda daha yaygin salim gdzlenirken, gastrik pH' da kismen 24 saate
kadar tutulabilir (Sarmento vd., 2007).

1.4.1. Aljinat

Aljinatlar kahverengi deniz yosunlarindan (Phaephyceae ailesi) izole edilen dogal
polisakkaritlerdir. Deniz yosunu, aljinik asiti ¢6zebilen seyreltik alkali ¢6zelti ile
ekstrakte edilir. Serbest aljinik asit, kalin ve viskdz katinin mineral asitler ile
islenmesi sonucunda elde edilir. Daha sonra aljinik asit giincel olarak kullanilan
major form olan sodyum aljinat tuzuna doniistiiriiliir. Aljinik asit D-mannuronik
asit ve L-guluronik asit birimlerinden olusan lineer bir polimerdir.

Aljinik asidin hidrasyonu intermolekiiler baglar sebebiyle yiiksek viskositeli "asit
jel" olusumunu saglar. Jelasyondan sonra su molekiilleri aljinat matriksi i¢inde
fiziksel olarak tutulurlar fakat hala serbesttirler ve go¢ edebilirler. Bu durumun
birgok uygulamada cok biiyiik Oonemi vardir (6r: Hiicre
immobilizasyonu/enkapsiilasyonu icin aljinat jelleri). Jelin su tutma kapasitesi
kapiller kuvvetler nedeniyle olusmaktadir (Tennesen ve Karlsen, 2002).

Alginat Mg®* hari¢ Ca**, Ba*", Sr** gibi bircok iki degerlikli katyonlarin varhginda
hidrojel olusturmak icin kullanilir. Aljinatin hidrojel karakteri sergilemesi ilag
iceren lipozomlar ve hiicrelerin kaplanmasi (enkapsiilasyon) i¢in ¢ok uygun bir
matriks secenegi haline getirir (Patit vd., 2011).

Aljinat
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1.4.2. Kitosan

Kitosan kabuklu deniz hayvanlarinin ve boceklerin iskeletinin 6énemli bir kismini
olusturan kitinin deasetilizasyonu ile elde edilen bir polisakkarittir. Deasetile
edilmemis form olan Kkitin ayrica bakteri ve mantarlarin hiicre duvarinda da
bulunur. Kitosan biiyiikk miktarda yengeg, karides, 1stakoz gibi canlilarin
kabuklarindan derisik alkali muamelesi ile elde edilir; fakat mantar hiicresi
kiiltiirti araciligr ile kitosan iiretimi de saglanmustir. Kitin suda ¢oziinmeyen, dalli
olmayan B1—4-N-asetil-D-glukozamin zinciri igeren mukopolisakkarit ailesine
dahil olan ve 1,0x10° D iizeri molekiiler agirliga sahip bir molekiildiir. Kitosanin
saflig1, polimorfdz yapisi, deasetilasyon derecesi (genellikle % 70-95) ve molekiil
agirlig (1.0)(105 D - 1.2x10° D) biiytik degisiklikler gosterebilir ¢linkii iiretim
asamasindaki pek ¢ok basamak bu yapisal 6zelliklere etki eder. Kitosan suda
coziinmeyen, alkali bir molekiildiir fakat pH<6.0 oldugu uygun ortamlarda
¢Oziinebilir ve viskoz yapi olusturabilir. Diisilk molekiil agirligina sahip ve suda
¢Oziinebilir kitosan iiretmek i¢in pek ¢ok metot kullanilmisgtir.

OH OH OH

MR 1o 0&&
HO HO HO OH
NH, NH, NH,
n
Kitosan

Kitosanin, lamilin (timor invazyonunda gorev yapar) gibi proteinlere afinitesi
oldugu, tiimor hiicrelerini inhibe eden antimikrobiyal aktiviteye sahipliginin yani
sira yara iyilesmesinin hizlanmasinda ve immiin sistem stimiilasyonunda gorev
aldigr one sirilmiistiir. Kitosanin oral yoldan uygulanmasi ile serum ve
mezenterik lenf nodlarindaki IgA, IgG ve IgM konsantrasyonlarinda artist stimiile
ettigi  gosterilmistir.  Kitosan hiicre migrasyonunu, konnektif dokunun
reformasyonunu, ve anjiyogenezi muhtemelen Interldkin-8’in indiiksiyonu
araciligl ile stimiile eder. Ayrica kitosanin nazal veya intestinal ilag emilimi ve
kan-beyin bariyeri ilag molekiill gegis 06zellikleri {izerinde etkili oldugu
gosterilmistir. Kitosanin biyomedikal uygulamalar1 arasinda bandajlar, yara
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tizerini kapatmak icin kullanilan siinger yapidaki irlinler (hemostatik
Ozelliklerinden yararlanilarak), yapay kan damarlari, hiicre enkapsiilasyonu i¢in
matriksler siralanabilir. Ayrica oral kontrollii ilag salimm mekanizmalari,
kozmetik iiriinler ve Ozellikle sa¢ sekillendiricileri gibi iiriinlerde de
kullanilmaktadir.  Polikatyonik kitosan ve diger polimerler arasindaki
makromolekiiler kompleksler olusturularak farkli ozelliklere sahip yapilar elde
edilebilir. Kollajen ve hiyaluronik asit gibi diger biyopolimerlerle
karsilagtirildiginda kitosanin 1siya daha direncli oldugu ve elektrolitlere karsi daha
az duyarli oldugu goriilmektedir (Friess, 2004).

1.4.3. Kitosan Mikrokiireler

Kitosan minikiireler ilag igeren asidik akigkan kitosan ¢ozeltisinin yag fazinda (or:
rape-tohumu yagi veya parafin) emiilsifiye edilmesi ve sonrasinda glutaraldehit ile
capraz baglanmasi veya 1s1 aracih@l ile hazirlanabilir. [n vitro ortamda
mikropartikiillerden ila¢ salimi1 hem hidrofobik hem de hidrofilik ilaglar i¢in hizli
gerceklesmektedir ve matriks degradasyonundan ¢ok dagilma ve diflizyon
mekanizmalar1 tarafindan kontrol edilir. Ilacin salinmasi bir noktaya kadar
molekil biiyiikligii, ilag yiiklemesi ve kitosan ve tiirevleri i¢in partikiillerden
salimina engel olan faktorlerden etkilenir (Friess, 2004).

1.5. Gluteraldehit

Gluteraldehit biyolojik olarak fonksiyonel bir bilesik olup temel olarak protein ve
polimerlerin kimyasal modifikasyonunda kullanilir. Bu biyolojik olarak kullanigh
bilesik protein molekiiliindeki lizinin veya hidroksilizinin amin gruplarimni kovalent
olarak baglamakta ve tuzlar, organik ¢oziiciiler veya non-iyonik polimerlerin
sebep oldugu protein molekiillerinin fiziksel agregasyonu ile ulasilan yapidan daha
saglam bir yap1 elde edilmektedir. Bu kat1 agregatlar non-kovalent baglar ile
birbirine tutunmakta ve kolayca biiziisebilir veya tekrar ¢oziilebilir. Bu sebeple
proteinlerin ¢apraz bagli ajanlarla kimyasal modifikasyonu pH inaktivasyonuna
kars1 protein stabilizasyonunu saglar, tripsin, a-kimotripsin ve stabilizin gibi
proteazlarin termostabilitesini arttirmak igin kullanilabilir (Silva vd., 2004).
Gluteraldehitin molekiil agirligit 100.12 g/mol olup; molekiil yapis1 asagida

gosterilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. fla¢c Salim Sistemleri ile Tlgili Yapilan Calismalar

Narayani ve Rao (1995) yaptiklart bir g¢aligmada jelatin kapsiilleri degisik
konsantrasyonlarda sodyum aljinat ile kaplamislar, uygun konsantrasyonlardaki
kalsiyum kloriir ile ¢aprazlanmislar ve gastrik ve intestinal ortam direnci agisindan
in vitro olarak test etmislerdir. Agirlik olarak % 20 oraninda polimer kapli jelatin
kapsiiller in vitro ortamda en umut verici sonuglar1 saglamistir. Bu yapilar goniillii
insan denekler iizerinde denenmis ve gastrointestinal ortamdaki davraniglari
incelenmigtir. Yapilan radyolojik ¢aligmalar kapli olmayan jelatin kapsiillerin 15
dakikalik bir sindirimden sonra parcalandigini; aljinat kapli jelatin kapsiillerin ise
midede kaldig1 siire boyunca pargalanmadigini (3 saate kadar), daha sonra ince
bagirsaga geldiginde pargalanmaya ugradigini gdstermistir.

Thacharodi ve Rap (1995) propranolol hidrokloriir i¢in gegirgenligi olan farkli
Kitosan membranlar1 gluteraldehit ile kontrollii ¢apraz baglayarak ilag salim
regiilasyonu amaclamiglar. ilag rezervuari olarak kitosan jel kullanilmistir.
Modifiye Franz difiizyon hiicreleri kullanilarak tavsan kulak cildi iizerinde bu
olusumlarin ilag salim kapasiteleri arastirlmistir. {lag salim profilleri, salimin
tamamen membran tarafindan kontrol edildigini gostermistir. Salim hizinin

kullanilan membran tipine bagh oldugu bildirilmistir.

Sharma vd. (1996) ters mikro-emiilsiyon metodu ile hazirlanmig taxol igeren
polivinil pirolidin nanopartikiillerini arastirmiglardir. Nanopartikiillerin boyutlari
50-60 nm olarak hesaplanmistir. Taxol’iin antitimdr etkinligi fareler iizerinde
arastirilmigtir. Taxol igeren nanopartikiillerin in vivo etkinligi timor boyutundaki
kiigiilme ve hayatta kalma siiresindeki degisiklikle degerlendirilmis ve her iki
deger de esit miktardaki serbest taxol’e gore daha yiiksek bulunmustur.

Murthy ve Satheesh (1997) hidroksipropil metil selilloz (HPMC), karboksimetil
seliiloz (CMC), PEG 400 ve propilen glikol gibi selliiloz polimerleri kullanilarak
terbutalin siilfatin transdermal filmleri olusturmuslardir. Bu polimerler farkh
oranlarda kullanilmustir. /n vitro difiizyon ¢alismalar1 difiizyon hiicresi olarak izole
stratum cornium (kadavra cildinden elde edilen) iizerinde gergeklestirilmistir.
Plastiklestirici konsantrasyonu artirildik¢a ilacin transdermal gegirgenliginde artig
oldugu goézlenmistir. HPMC filmler kullanildiginda salim hizi daha yiiksek
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bulunmus, buna neden olarak bu polimerin CMC’den daha diisiik viskoziteye ve
daha yiiksek hidrofiliteye sahip oldugu diisiiniilmiistiir. PEG 400’iin propilen
glikol ile karsilastinildiginda gegirgenliginin daha yiiksek oranda arttig

saptanmistir.

Jameela vd. (1998) progesteronun kontrollii salimi i¢in 45-300 mikron
boyutundaki kitosan mikrokiireleri kullanmuslardir. /n vitro ve in vivo salim
ozellikleri test edilmistir. Yiiksek oranda ¢apraz baglanmig olan mikrokiirelerin 40
glin sonunda ilacin % 35’ ini saldig1 diisiik oranda c¢apraz baglanmis olan
mikrokiirelerin ise aym siire igerisinde % 70’ ini saldig1 gosterilmistir. In vivo
biyoyararlanim ¢aligmalar1 intramuskiiler yoldan tavsanlara uygulanilan mikrokiire
formunun plazma konsantrasyonunu 5 ay boyunca 1-2 ng/mL diizeyinde
seyretmesini sagladigi gosterilmistir. Bu calismada ilag ilk verildiginde burst
(patlama) etki gbzlenmemistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler ¢apraz baglanmis
kitosan mikrokiirelerinin uzun siireli steroid salim sistemleri i¢in bir potansiyel

oldugunu gostermektedir.

Rao ve Diwan (1998) diltiazem hidrokloriir ve indometazin ilac1 igeren
polivinilpirolodin (PVP) film gelistirmislerdir. /n vitro ortamda ilag salim hiz1 ve
ilacin gegirgenligi lizerinde ilacin baslangi¢ konsantrasyonunun film igeriginin ve
film kalinhiginin etkileri &l¢iilmiistiir. Ilag konsantrasyonunun ve PVP oranmin
artmasi ile birlikte ilag salim hizi film kalinligindan bagimsiz olarak lineer bir
sekilde artig gostermistir. Salimin birinci fazinda burst (patlama) etkisi ile yiiksek
konsantrasyonda bir salim meydana gelmistir. Filmin PVP konsantrasyonunun
artmast ve ilag miktarinin artmasiyla birlikte in vitro ortamda yapilan cilt
gecirgenligi ¢aligmasinda ilacin gegirgenliginin artig gosterdigi bildirilmistir.

Fredenberg vd. (2011) salim mekanizmalar1 iizerine odaklanmislar ve salim
oranini belirleyen proseslerin analizini yapmuslardir. Poly(laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA) kontrollii ilag salim sistemlerinde en sik kullanilan biyog¢dziiniir
polimerdir. Hangi faktorlerin ilag salimmi etkilediginin yan1 sira salim
mekanizmalarinin anlasilmasi sayesinde ila¢ salimi daha iyi modifiye edilebilir.
Ancak ila¢g salimmi etkileyen fizyokimyasal prosesler, degisik ilag salim
mekanizmalari bu ¢aligmada incelenmis ve pratik 6rneklere yer verilmistir. PLGA
temelli ila¢ salim sistemlerinin kompleks olmasi sonuglarin genellenmesini ve ilag

saliminin tahmin edilmesini zorlastirmaktadir. Fakat bu kompleks ayni zamanda
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karsilagilan problemlerin ¢oziilmesinde avantajlar saglamakta ve ilag salimini daha
kolay modifiye etmeye imkan vermektedir.

2.2. Kolsisin ile Tlgili Calismalar

Kulkarni vd. (1997) kolsisinin lipozomlarda enkapsiilasyonunu etkileyen faktorleri
incelemislerdir. Kolsisin toksisitesinin siddetli olmasi ve terapotik indeksinin
siirli olmasi kolsisinin kullanimini sinirlamaktadir. Calismanin amaci kolsisinin
lipozomlardaki  enkapsiilasyonunu etkileyen faktorlerin  belirlenmesi  ve
enkapsiilasyon parametrelerinin  optimizasyonudur. Kolsisin multilameler
lipozomlarda ve genis unilamellar lipozomlarda pek c¢ok fosfolipitlerin
kullanilmasi ile enkapsiile edilmistir. Farkli sicakliklarda ve in vitro ortamdaki
kolsisin davraniglar1 incelenmistir. Lipozom olusumu sicaklik degisimlerine ve
farkli ortam ozelliklerine uyum saglayabilir ve bu kosullar altinda daha elverisli
bir transport yapilabilir. Farkli sicakliklar altinda 6 ay boyunca siirdiiriilen
caligmada kolsisinin partikiil biiyiikliigii ve konsantrasyonunun belirgin bir sekilde
degismedigi gosterilmistir. Enkapsiile kolsisinin lipozomlar iginde devamliligini
saglamak i¢in oda sicakligi veya daha diisiik sicakliklarin uygun oldugu

gorilmiistiir.

Gladwin vd. (2000) kolgisini 3-6 um ¢apindaki, poli(laktik asit)/poli(e-
kaprolaktone) karigimlarindan olusan poli etilen glikol (PEG) kaph
biyobozunabilen mikrokiireler i¢cine hapsetmislerdir. Anjiyoplasti veya vaskiiler
hasar sonrasinda diiz kas hiicresi proliferasyonu restenozun saglanmasinda énem
tagimaktadir. Vaskiiler yanitlar tizerinde diizenleyici etkilere sahip olan ajanlarin
lokal salinimi vaskiiler restenozun engellenmesinde rol oynayabilir. Fakat vaskiiler
hasar bolgesinde ilaglarin doku seviyesinin yiiksek olmasini saglamak igin enjekte
edilebilen mikrokiirelerin ulastirilmast 6nemli bir sorundur. Antiproliferatif bir
ajan olan Kkolsisinin 3-6 pm ¢apindaki, poli(laktik asit)/poli(e-kaprolaktone)
karigimlarindan  olusan  PEG-kapli  biyobozunabilen —mikrokiireler igine
hapsedilebilecegi  gosterilmistir. Kolsisin ve polilaktik asit (PLA) ve
policaprolactone (PCL) den olusan bir ¢ozelti aseton-diklorometan karigimi iginde
¢oziilmiis ve PEG (veya polivinil alkol) ¢0zeltisi igerisine bosaltilmis ve
karigtirllmis ve mikrokiire olusturulmasi igin yiliksek hizli bir homojenizator
kullanilmigtir. Kolsisin geri kazanimi emiilsifikasyon sistemine ve hazirlikta
kullanilan polimer yataklarinin oranma bagli olarak % 30-50 arasinda degisiklik
gostermistir. Elektron mikroskobu goriintiisiinde PLA/PCL mikrokiirelerinin



22

kiiresel oldugu ve yumusak bir yiizey yapisina sahip oldugu gosterilmistir. [n vitro
salim g¢alismalarinin sonuglar1 uygun pargacik boyutu, yiikleme ve PLA/PCL
bilesimi secilmek suretiyle kolsisin saliminin kontrol edilmesinin miimkiin
oldugunu gostermektedir. Su gegirgenliginin PLA membraninda PCL’ye gore
daha yiiksek olarak bulunmustur. 30 giinliik siire¢ sonunda elde edilen ila¢ salim
miktart da PLA’da (% 58) PCL’ye gore (% 39,3) daha yiiksek olarak saptanmuistir.
Dolayisiyla mikrokiirelerden gergeklesen ilag salimi diflizyon mekanizmasinda
hacim erozyonu ve yiizey birikiminin goz ardi edilebilir oldugu sonucuna

varilmustir.

Bonnel vd. (2002) akut gut tedavisinde intravendz (IV) kolsisin tedavisi ile ilgili
calisma yapmuslardir. Son donemde FDA’ya (Amerikan Gida ve flag Arastirmalar
Kurumu) uygun olmayan dozda damar yoluyla kolsisin verilmesi nedeniyle
meydana gelen bir 6liim raporu iletilmistir. Bu rapor nedeniyle FDA daha 6nceden
IV kolsisin kullanilirken meydana gelen Oliimleri incelemeye baslamistir.
Toplamda 20 6lim meydana geldigi belirlenmistir. Sekiz hastanin kadin, 11
hastanin erkek oldugu ve 1 hastanin cinsiyet bilgisinin yer almadigina ulagilmustir.
Tim olgularda tavsiye edilen maksimum doz olan 2-4 mg’in {iistiine ¢ikildig:
belirlenmistir. Renal, hepatik hastaligi olanlar ve yash hastalarda doz kisitlamasi
yapilmasi Onerilmektedir. Rapor edilen tiim yan etkiler kolsisin toksisitesiyle
iligkilidir. Bu yan etkiler arasinda trombositopeni, I6kopeni, pansitopeni,
agraniilositozis, aplastik anemi, akut renal yetmezlik ve dissemine intravaskiiler
koagiilasyon yer almaktadir. Kolsisinin damar yoluyla kullanimi i¢in kilavuzlar
gelistirilmigtir ve toksisite goriilmesinin Oniine gegmek i¢in bu kilavuzlarin
dikkatli bir sekilde takip edilmesi 6nerilmektedir.

Yongmei vd. (2002) ¢oziinebilir ilaglar i¢in yiliksek enkapsiilasyon kapasitesine
sahip olan niozomlar1 hazirlamak i¢in Span 60 ve kolesterolden baslayarak
gelistirilmig bir metod olan buharlasma-sonikasyon metodunu ileri siirmiislerdir.
Niozomlar 40 giine kadar iyi bir stabilite gostermislerdir. Bu niozomlarin
enkapsiilasyon kapasitesinin degerlendirilmesi i¢cin model ila¢g olarak kolsisin
tercih edilmistir. En yiiksek diizeyde enkapsiilasyon kapasitesinin saglanmasi igin
strfaktan yapisi, lipit diizeyi, ilag ve kolesterol icerigi gibi pek ¢ok faktor
incelenmigtir. Sonuglar dort Span tiirli i¢inde siirfaktan olarak en uygun olanin
Span 60 oldugunu gdstermistir. Ayrica in vitro ortamda niozomlardan kolsisin ve
5-florasil (5-FU) salimi tizerindeki ¢aligmalar 24 saatin iizerinde bir salim siiresi
oldugunu gostermistir. Sonuglar bu sekilde iiretilen niozomlarin sadece yiiksek
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enkapsiilasyon kapasitesine sahip olmadigint ayn1 zamanda gdzlenebilecek yan
etkilerin de azaltilabilecegine isaret etmektedir. Bu ¢alisma ¢oziinebilir ilaglarin
enkapsiilasyonunda bu metodun yaygin olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Deveaux vd. (2004) kolsisin ilacinin toksisitesi ile ilgili ¢alismalar yapmislardir.
Kolsisinin yiiksek dozda alinmasi ve buna bagl toksisite gelismesi nadir goriilen
bir durumdur. Ote yandan, gut ve diger inflamatuar hastaliklarm akut donem
tedavisinde kullanilan bu ilacin almmasiyla kolsisin zehirlenmesi meydana
gelebilir. Fransa’da meydana gelen birisi intihar vakasi olan toplamda 2 adet
kolsisin zehirlenmesi sunulmustur. Birinci olguda dis muayene sonrasinda sadece
kalpten kan 6rnegi alinmistir. Ikinci olguda ise otopsi yapilmis, kalp kani, idrar,
mide icerigi ve safradan 6rnek alinarak toksikolojik inceleme yapilmistir. Olgu
1’den alinan kalp kani 6rnegindeki kolsisin konsantrasyonu 13 ng/mL; olgu 2’deki
kalp kani kolsisin konsantrasyonu 66 ng/mL, idrar konsantrasyonu 500 ng/mL,
mide icerigi konsantrasyonu 12 ng/mLve safra icerigi konsantrasyonu 5632 ng/mL
olarak saptanmigtir. Bu bulgular daha dnce bildirilen 6liimciil dozlarin lizerindedir
fakat bu degerlerin sindirilen ilag miktar ile bir iligkisi yoktur. Masif bir asir1 doz
aliminda bile kolsisin kanda saptanamayabilir. Ayrica enterohepatik sirkiilasyon
yiiksek oldugundan dolayi safra igerigi aragtirma i¢in kullanilabilir. Her iki olguda

da 6liim nedeninin kolsisin ile intihar girisimi oldugu sonucuna varilmistir.

Ghanem vd. (2010) kolsisin sicaklik ¢aligmasi yapmislar. Kolsisinin fotofiziksel
ozelliklerinin belirlenmesi i¢in spektroskopik metodlar ve teorik hesaplamalar
kullanilmistir. Kolsisinin 245 nm ve 350 nm’de n-n* ve w-n* degisimi gosterdigi;
ayrica ¢oziiciiniin polarite indeksi arttikca maviye kaydigini, ortamin asiditesinin
artmasi ile kirmiziya kaydigi gosterilmistir. Coziicii tipinin ve polaritesinin hem
hiz sabitini hem de foto-konversiyonu etkiledigi belirtilmistir. Kolsisinin 366
nm’ye maruz birakilmasi lumikolsisin liretimine sebep olur. Ortamin asiditesi hem
hiz sabitini hem de konversiyonu etkiler. Asitin ortamda bulunmasi kolsisinin foto
konversiyonunu % 90’dan % 40’a indirir. Iyonik kuvvet de hem hiz sabitini hem
de foto konversiyonu etkiler. Iyonik kuvvet ve hiz sabiti ters orantil1 olarak iliski
gosterir.

Crielaard vd. (2011) yaptiklar ¢alismada tiimoriin damarsal gelisimi {izerine etkili
olan ilaglarin tiimorii hedef alan tedavilerde etkin olabilecegini gostermigler. Bu
anjiojenik tiimoér gelisiminin hedef alinarak lokal kan damar1 konjesyonu

olusturulmasi, bu sayede de Onemli miktarda tiimor hiicresinin oldiiriilmesi
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amaglanmaktadir. Vaskiiler gelisimi bozan ilaglar (VDASs) tipik olarak tubuline
baglanmakta ve mikrotiibiil 6zelliklerini bozmaktadir. Kolsisin ve tiirevleri de
potansiyel bir tiibiilin baglayici ajanlardir fakat bu ilaglarin terapdtik araligi dardir.
Fakat lipozomal hedefleme stratejisi izlenerek bu dar olan terapdtik aralik
sorununun Oniine  gegilebilir.  Ancak kolsisin  tlirevleri  fizikokimyasal
ozelliklerinden dolay1 enkapsiilasyon sonrasinda goreceli olarak hizli bir salim
gostermektedir. Bu smirlamanin iistesinden gelmek igin birisi orta-hizli hidrolize
olabilen (prodrug 1) ve biri de daha yavas hidrolize olabilen laktik-asite baglanan
(prodrug 2) iki ayr hidrolize olabilen, kolsisin tiirevi tiretilmistir. 37 °C’de ve pH
7,4’te gergeklestirilen hidroliz c¢alismalar1 prodrug 1’in biraz daha hizli bir
dontistim karakteristigine sahip oldugunu prodrug 2’nin ise daha yavas doniisiim
karakteristigine sahip oldugunu gostermistir. Lipozomlarda enkapsiilasyon
sonrasinda kolsisin hizli bir sekilde salinirken; her iki kolsisin tiirevi de poli etilen
glikol (PEG) baglayicidan ayrilana kadar lipozomlar icinde durmaya devam
etmigstir. Bu ¢alisma kolsisin tiirevlerinin lipozomlar i¢inde durabildigini ve farkli
biyobozunabilen baglayicilar kullanilarak bu salim siireci ilizerinde degisiklikler
yapilabilecegini géstermektedir.

Shen vd. (2011a) daha potent antitimo6r ajanlarinin arastirilmasi i¢in N-metil-
kolsisinamid ve nitratlarin birlestirilmesi ile yeni nitrik-oksit-verici kolsisin
tirevleri olusturmaya ¢alismiglardir. Bu tiirevlerin in vitro ortamda insan kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksisiteleri degerlendirilmistir. Pek ¢ok tiirevinin belirgin
anti-tiimar aktivite gosterdigi belirtilmistir.

Shen vd. (2011b) izole rat intestinal membranindan ger¢eklesen kolsisin
transportu lizerine eugenoliin etkilerini bir in vitro diflizyon bolme sistemi
kullanarak ¢aligmislardir. Eugenoliin ilag absorbsiyonunu etkin bir sekilde artirdig
saptanmistir. Eugenoliin kolsisinin intestinal transportu tizerindeki etkileri in vivo
ortamda oral yoldan uygulanan nanoemiilsiyon formu ic¢in de denenmistir.
Kolsisinin nanoemiilsiyon formu izopropil myristate, eugenol, Tween 80, etanol,
su bilesenlerinden olusturulmustur. Bu formiilasyonda eugenol yag fazinda
kullanilmigtir ve nanoemiilsiyonun ortalama pargacik boyutu 41.2+7.2 nm’dir.
Kolsisinin intestinal membrani gegme hizi kontrol grubuna (0,2 mM kolsisin) gore
belirgin olarak daha hizli bulunmustur. Son olarak eugenol ve kolsisinin birlikte
oral yoldan verilerek kolsisinin biyoyararlilig1 {izerinde bir etkisinin olup olmadig1
incelenmistir. Kolsisin serbest kolsisin ¢dzeltisi veya nanoemiilsiyon olarak oral

yoldan verildikten sonra (8 mg/kg) yapilan incelemede nanoemiilsiyon ve eugenol-
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nanoemiilsiyon formlarmin biyoyararliligi serbest kolsisin soliisyonuna gore

sirastyla 1,6 kat ve 2,1 kat artirdig1 gosterilmistir.
2.3. Aljinat ve Kitosanin Kullanildigx Ila¢ Salim Sistemleri

Lee vd. (1999) farkli ¢oziiniirliik o6zelliklerine sahip ilaglart igeren aljinat
boncuklarin ila¢ hapsetme kapasitelerini gastrik ve intestinal sivi ortamlarinin
taklit edildigi caligmalarla degerlendirmislerdir. Model ila¢ olarak ibuprofen,
asprin, cimetidine, melatonin ve sodyum salisilat kullamlmstir. Ilag ¢oziiniirliigii
(0,2-383 mg/mL™) gastrik sivida artmakta iken (melatonin hari¢) aljinat
boncuklarin ilag hapsedebilme kapasitesi (% 10-89) azalma egilimi gostermistir.
Bu sonug jellesme prosesi sirasinda yiliksek ¢oziiniirliige sahip olan ilaglarin
alginat matriksten salinabilecegini buna bagli olarak ila¢ hapsedilme etkinliginin
azalacagini gostermektedir. Sudaki ¢oziiniirliigii yiiksek olan sodyum salisilat daha
hizli salinirken; daha diisiik ¢6ziiniirliige sahip olan ilaglarin salimi da daha diisiik
olmustur. Gastrik sivida melatonin digindaki ilaglar i¢in ¢oziiniirliik arttik¢a salim
hizlarinda da artis meydana geldigi gézlenmistir. Ote yandan, ¢oziiniirliik ve salim
hizlar1 arasinda lineer bir korelasyon saptanmamustir. Intestinal sivi ortaminda 1
saatlik siire sonunda yapilan degerlendirmede ¢oziiniirliigiin artigiyla birlikte
bifazik lineer bir profili gozlenmistir. Bu bifazik profilin ilk kisminda ilag¢ ilk
olarak hizli bir salim asamasina daha sonra da yavas bir salim asamasina
girmektedir. Fakat ¢oziinlirlik ve salim hizi arasindaki iligki intestinal sivida
alginat matriksteki disintegrasyon ve erozyon faktorlerinin de isin igine dahil
olmasiyla daha da komplike bir hale gelmistir. Alginat matriksin hapsedebilme
kapasitesinin etkinligi ve salim profilleri, ilacin ¢6ziiniirliigii ve i¢inde bulunulan
ortamin (intestinal, gastrik vb.) 6zelliklerinden ¢ok biiyiik dl¢iide etkilenmistir.

Janes vd. (2001) kitosan nanopartikiillerinin antrasiklin yapidaki bir ilag olan
doxurobicin (DOX) tagiyabilme potansiyelini arastirmislardir. Bu noktada
gerceklestirilmesi gereken hedef pozitif yiiklii kitosan polisakkaritinin iyonik
jelasyonu ile olusturulmus kitosan nanopartikiiller i¢ine katyonik, hidrofilik bir
molekiiliin hapsedilmesidir. Bu amaci yerine getirmek i¢cin DOX’un pozitif yiiki
dekstran siilfat isimli bir polianyon ile maskelenmistir. Bu modifikasyon ile ilag
tutuklanmasi normalin 2 katina ¢ikarak % 4 oraninda gergeklesmistir ve bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica kitosan ve DOX arasinda partikiil
formasyonu olmadan bir kompleks olusumunun olup olamayacagi ilizerinde de

durulmustur. Ilag salimi {izerinde in vitro ortamda yapilan florometrik analizde
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ilacin ilk salim fazindaki yogunlugun iliski moduna bagli oldugu ve sonrasinda
yavas salim gerceklestigi gosterilmistir. Hiicre kiiltiirleri {izerinde yapilan DOX-
yiiklii nanopartikiillerin aktivitesinin degerlendirilmesi igin yapilan c¢alismada
dekstran siilfat igeren nanopartikiillerin serbest DOX’a gore sitostatik aktivitenin
korunmasinda daha elverisli oldugu, DOX-kKitosan kompleksinin ise bir miktar
daha diisiik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica g¢aligmalar DOX’un
hiicre kiiltiirii ortamina degil hiicre igerisine girdigini ve bir kisminin da

nanopartikiillere bagl kaldigini gostermistir.

Wong vd. (2005) tarafindan yeni iretilen ve daha 6nceden iiretilmis olan aljinat,
aljinat -kitosan ve kitosan matrikslerinin salim profilleri lizerindeki mikrodalga
irridasyonunun  etkileri arastirilmistir.  Matriksler — siilfatiazol  kullanilarak
hazirlandiktan sonra kurutulmus ve matriksler 10 dakika, 20 dakika veya 10 ve 20
dakikalik 3 siklus halinde 80 W mikrodalga irritasyonuna maruz birakilmistir. Ilag
¢Oziinlirliigii, igerigi, stabilitesi, polimorfizmi, ilag-polimer etkilesimi, polimer
capraz bag yapisi incelenmistir. Matrikste tutulmus olan ilacin kimyasal
stabilitesinin mikrodalgadan ve depolanma siiresinden etkilenmedigi goriilmistiir.
flacin salim 6zelliklerinin ise daha ¢ok polimer etkilesimi tarafindan belirlendigi
saptanmigtir. Elde edilen sonuglar polimer matriksin mikrodalga irritasyonuna
gosterdigi yanitin daha ¢ok polimer zincirlerinin molekiiler yapisina bagh

oldugunu goéstermistir.

Ahmad vd. (2006) antitiiberkiiloz ilaglarin (ATD) doz sikligmin azaltilmasi ve
tiiberkiilozda (TB) hastanin tedaviye uyumunu aragtirmiglardir. Notral bir polimer
olan aljinat TB tedavisinde ilk segenek olarak kullanilan ATD’lerin verilmesi igin
gelistirilen mekanizmada kullanilmistir. Kontrollii katyon-indiiklenmis jellestirme
metodu ile tretilmis aljinat nanopartikiilleri oral yoldan farelere verilmistir.
Plazma ve dokulardaki ilag diizeyleri HPLC (high performance liquid
chramatography) ile analiz edilmis ve ilacin terapdtik etkinligi incelenmistir.
Aljinat nanopartikiilleri ile yiiksek oranda ila¢ enkapsiilasyonu saglanmigtir. Oral
yoldan bir kez uygulanan doz ile 7-11 giin boyunca plazmada, 15 giin boyunca da
organlarda (akciger, karaciger ve dalak) ve plazmada terapdtik diizeyde ilag
konsantrasyonu saglanmigtir. Oniki-24 saat i¢inde sistemden atilan diger serbest
ilaglarla karsilastirildiginda belirgin bir sekilde biyoyararlanim artisi oldugu
saptanmistir. TB-infekte farelerde 15 giin ara ile oral yoldan uygulanan
formiilasyonun 3 doz sonrasinda organlardan tam bakteriyel klerensin saglandig

gosterilmistir. Oral yoldan uygulanan geleneksel tedavi ise giinde 1 kez olmak



27

iizere 45 gilindiir. Aljinat nanopartikiillerin TB tedavisinde aralikli tedavi i¢in

uygun oldugu sonucuna varilmstir.

Boonsongrit vd. (2006) iyonik etkilesim metodu ile kitosan-ila¢ nanopartikiilleri
olusturmak amaciyla farkli pl ve pKa’lara sahip 3 model ilag (insiilin, diklofenak
sodyum ve salisilik asit) kullanmiglardir. Fizikokimyasal etkinlikler ve ilag
hapsetme o&zellikleri belirlenmistir. Formiilde hapsedilen ilag miktar1 zeta
potansiyelini ve mikro/nanopartikiillerin  yiizey yiikiinii etkilemektedir.
Mikro/nanopartikiillerden ilag saliminda ilk evrede goriilen burst (patlama)
seklinde ilag salimi ortamin pH’sinden bagimsiz olarak gerceklesmistir. Bu
calismadan kitosan ve ilag arasindaki iyonik etkilesimin zayif ve ila¢ salimini

kontrol etmede yetersiz oldugu sonucu ¢ikarilmigtir.

Wittaya-Areekul vd. (2006) kolon spesifik ilag salimi i¢in prednizolon igeren
mukoadheziv aljinat/kitosan partikiillerini incelemislerdir. Bu partikiillerin
olusturulmasi1 amaciyla iki yontem kullanilmistir. One-step (tek basamak)
modelinde prednizolon sodyum aljinat ¢6zeltisi iginde dagitilmis ve daha sonra bu
karigim kalsiyum kloriir ve kitosan igeren ¢ozeltiye ilave edilmistir. Two step(iki
basamak) metodunda ise aljinat c¢ozeltisi i¢inde c¢Oziinmiis halde bulunan
prednizolon kalsiyum kloriir iceren dispersiyon igerisine birakilmig ve
partikiillerin kitosan ¢ozeltisi igerisine gegmesi saglanmistir. Her iki yontem ile
yapilan caligmalar partikiil boyutunun ve ila¢ iceriginin daha c¢ok ilag
konsantrasyonuna bagli oldugunu, kitosan ve kalsiyum kloriir miktarina bagh
olmadiginm gostermistir. Her iki metodla da iiretilen mukoadheziv partikiillerin in
vitro o6zellikleri domuz barsagi iizerinde incelenmistir. Tek basamak yontemi ile
uretilen partikiiller bir saatlik test sonrasinda ¢ok iyi mukoadheziv o6zellikler
gostermiglerdir. Elde edilen sonuglar  kitosan kapli aljinat partikiillerin
hazirlanisinin farkli yontemlerle olmasi nedeniyle partikiillerin farkli mukoadheziv
ozelliklere sahip olacagini gostermektedir.

Al-Kassas, vd. (2007) iyonotropik jellesme metoduyla aljinat polimerlerinde
biyobozunabilir aljinat matriksin hazirlanmasin1  incelemislerdir.  Aljinat
yataklarmin mukoadeziv ve hacimsel artis gosterme 6zelliklerinden yararlanilarak
oral antidiyabetik bir ajan olan gliklazidlerin oral yararlaniminin artirilmasi
amaclanmigtir.  Aljinat molekiillerinin  iyonik jelasyonunu gliklazidlerin
gastrointestinal sistem araciligtyla emilim hiz1 iizerinde etkili olan proseste fayda

saglamaktadir. Polimer konsantrasyonunda ve karigtirma hizindaki degisimlerin ig
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faz hacmi ve dis fazda kullanilan siirfaktan tipi gibi degiskenlerin etkilerinin
aljinat kiirelerin partikiil boyutu, emilim etkinligi ve akim 6zellikleri {izerindeki
etkileri ayr1 ayr1 incelenmistir. Aljinat yataklarinin hacim artis1 6zellikleri ortamin
pH ve polimer konsantrasyonuna biiyiik 6l¢iide bagimlidir. /n vitro ortamda
yapilan deneyler hacim artisinin aljinat yataklarindan gliklazid salim hizi
iizerindeki en etkili parametre oldugunu gostermistir. Diyabetik tavsanlar iizerinde
yapilan in vivo c¢alismalarda ise aljinat yataklarina emdirilmis gliklazidin
hipoglisemik etkisinin ve siiresinin piyasadaki klasik gliklazid preparatlarindan
belirgin bir sekilde daha iyi oldugu gdsterilmistir. Sonuglar gliklazidin sistemik
absorbsiyonunun kontrollii ve daha uzun bir siirede ger¢eklesmesinin daha iyi kan
sekeri regililasyonunun saglanmasinda ¢ok daha etkili oldugunu gdstermektedir.

Rastogi vd. (2007) izoniazid (INH) salimimi uzatan ve modifiye emiilsifikasyon
metodu ile iiretilen sodyum aljinatin hidrofilik tasiyict olarak kullanildigi
mikrokiireleri incelemisler. Mikrokiirelerin sekil ve yilizey o6zellikleri elektron
mikroskobunda incelenmistir. Hem ilag yiiklenmis formiiliin hem de plasebo
formiiliin partikiil biyiikliikkleri SEM ile incelenmis, partikiil dagilimi ise optik
mikroskop yardimiyla incelenmistir. ilacin formiilasyonda hangi fiziksel halde
oldugu DSC (differential scanning calorimetry) ile belirlenmistir. INH nin gastrik
ortamin (pH 1,2) ve intestinal ortamin (pH 7,4) taklit edildigi sivilardaki salim
ozellikleri incelenmistir. Ilacin oral alimdan sonraki lokalizasyonu ve
gastrointestinal (GI) yoldaki yayilimini belirlemek igin gama-sintigrafisi ¢caligmasi
yapilmigtir. Mikrokiirelerin yiizeyinin piirlizsiiz oldugu ve kiiresel yapiya sahip
olduklar1 belirlenmistir. Partikiillerin heterojen o6zellikte oldugu ve en biiyiik
partikiil boyutunun 3,719 pm oldugu saptanmustir. Sonuglar ortalama partikiil
boyutunun polimer ve ¢apraz baglayicinin konsantrasyonunun artigina paralel bir
artls izledigini ve capraz-baglanma siiresinin de aymi sekilde etki ettigini
gostermektedir. {lag hapsetme etkinliginin % 40-91 arasinda oldugu bulunmustur.
Yiizde 7,5°lik bir orana kadar olan capraz baglayici konsantrasyonunun ilag
hapsetme kapasitesini artirdigt ve ilag salim siiresini artirdigi gosterilmistir.
Optimize izoniazid-aljinat mikrokiirelerinin iyi bir biyoadhezyon 6zellik gosterdigi
belirtilmistir (% 72,25+1,015). Partikiillerin biyoadheziv 6zellikleri sayesinde ince
barsakta kalma siireleri uzamistir. Coziinme ve gama-sintigrafi ¢aligmalart bu
formiilasyonun enterik yoldan ila¢ verilmesi igin umut vaadedici oldugunu

gostermektedir.
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Sarmento vd. (2007a) insiilin molekiiliiniin kitosan/aljinat nanopartikiillerinin igine
hapsolduktan sonraki yapisini incelemislerdir. Bu c¢alismadaki nanopartikiiller
iyonotropik polielektrolit pre-jelasyon teknigi ile hazirlanmistir. Aljinat/kitosan
kiitle oraninin ve nanopartikiil olusumu esnasindaki pH’nin degistirilmesi suretiyle
istenilen nanopartikiil ortalama boyutu ve insiilin etkinligi elde edilmistir.
Insiilinin sekonder yapisi ise ilacin nanopartikiil tarafindan hapsedilmesi ve
gastrointestinal ortamda salinmasimi takiben FTIR ve CD (circular dichorism)
yontemleri ile analiz edilmistir. Yapilan FTIR analizi sonrasinda alfa-heliks ve
beta-sheet yapilarinda belirgin bir degisiklik olmadigi gosterilmistir. Spektrum
analizi de nanopartikill iretimi siirecinde insiilin yapisinda bir degisiklik
olmadigimmi  gostermistir.  Nanopartikiil sistemi insiilinin  yapisinin =~ ve
biyoaktivitesinin korunmasinin saglanmasi nedeniyle insiilinin oral kullaniminda

umut vaat edici bir gelisme olarak degerlendirilebilir.

Li vd. (2008) aljinat ve kitosan nanopartikiillerden nifedipin salimini
incelemislerdir. Kitosan-aljinat (CS/ALG) nanopartikiilleri aljinat c¢ekirdegin
iyonik prejelasyon sonrasinda kitosan ile polielektrolit kompleksi olusturulmasi ile
iretilmigtir. Bu c¢alismada nifedipin  model ilag olarak secilmistir.
Nanopartikiillerin morfolojisi ve yapisal dzellikleri sirasiyla Transmision Elektron
Mikroskopu (TEM) ve FTIR (Fourier transform infrared spectra) ile incelenmistir.
Nanopartikiillerin ¢ap1 20-50 nm olarak Olgiilmiistir ve bu c¢ap ilacin
gastrointestinal yol ile alinmasi i¢in uygun araliktadir ve gerekli mukoadheziv
ozellikleri tasimaktadir. Nanopartikiiller i¢indeki nifedipin dozunun belirlenmesi
icin HPLC (reversed phase high performance liquid chromatographig) metodu
kullanilmigtir. Ayrica nanopartikiiller i¢indeki nifedipinin dagilim &zellikleri
tizerinde durulmustur. Kitosan-aljinat nanopartikiillerinden nifedipin salimi 24 saat
sonrasinda pH 1,5’te % 26,52, pH 6,8’de % 69,69, pH 7,4’te % 56,50 olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar nifedipinin nanopartikiillerden salimmin pH’ye bagh
oldugunu gostermektedir. Intestinal sivi ortaminmn yaratildigi suni deney
ortaminda ( pH 6,8) ve fosfat tampon soliisyonunda (pH 7,4) salim hizli olurken;
gastrik sivinin taklit edildigi deney ortaminda (pH 1,5) salim daha yavas olmustur.
Ilag salim1 her ii¢ ortamda da dnce hizli bir salim seklinde sonrasinda ise kontrollii
yavas salim seklinde gergeklesmistir.

Arora vd. (2010) gastrik mukozal tabakada derin bir sekilde yerlesim gosteren
Helicobacter pylori (H. pylori) bakterisinin eredikasyonunu amaglayan
mukopenetran nanopartikiillerin iiretimini incelemisler. Bu alanda kullanilmakta
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olan ilag salim sistemlerinin pek c¢ogu Yyeterli mukoadhezyon veya
mukopenetrasyon saglayamamistir ve bugiline kadar hem adhezyon hem de
penetrasyon saglayabilme 6zelligine sahip bir ilag bulunmamaktadir. Bu ¢alismada
amoksisilin i¢eren yeni CS-ALG PEC (kitosan-aljinat polielektrolit kompleksi)
gelistirilmis ve pH, polimerlerin karisim oranlari, polimerlerin konsantrasyonlari,
ilag ve siirfaktan gibi degiskenlere gore (Box-Behnken dizaynina gore) optimize
edilmigtir. Partikiil buyiikliigli, ylizey yikii, hapsolan ilacin yiizdesi ve
nanopartikiillerin in vitro ve in vivo mukopenetrasyon ve mukoadhezyon
Ozellikleri rat modelleri lizerinde ¢alisilmistir. Optimize edilmis FITC (Fluorescein
isothiocynate isomer I-Celite) etiketli CS-ALG PEC nanopartikiilleri kitosan
partikiillerine goére goreceli olarak daha diisiik bir in vitro mukoadhezyon
gostermigtir. Fakat 6 saatlik silire¢ boyunca gastrik mukozanin floransinda
meydana gelen artigla birlikte cok iyi bir mukopenetrasyon ve lokalizasyon

sergiledikleri goriilmiistiir.
2.4. Aljinat ve Kitosanin Kolsisin Salim Sistemlerinde Kullanimi

Literatiirde bugline kadar boyle bir g¢alisma yapildigina dair bir bilgiye

ulasilamamugtir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kimyasal ve Cihazlar

Kitosan (low molecular weight), kalsiyum kloriir (CaCl,) ve kolsisin Sigma-
Aldrich (Steinheim, Almanya)’dan; Tween 80 ve hidroklorik asit (HCI) Merck
(Dramstadt, Almanya)’dan; sodyum hidroksit (NaOH) ve sodyum asetat trihidrat
(C,H3Na0,.3H,0) Riedel-de Haen (Seelze, Almanya)’dan; asetik asit (glacial, %
99) ve potasyum kloriir (KCI) Carlo Erba (Ronado, Italya)’dan; potasyum fosfat
tampon tableti (DPBS) Oxoid (Hampshire, Ingiltere)’dan; gluteraldehit Merck
(Darmstadt, Almanya)’dan; diyaliz tiipii (molekill agirligi 12000 ve {iizerindeki
molekiilleri gecirmiyor. Seliloz membran) (Sigma D-9777)’dan; siilfiirik asit
(H2SOy), sodyum siilfit (Na,SO3) J.T.Baker (Hollanda)’dan; sodyum aljinat (low
viscosity) MP Biomedicals (Illkirch, Fransa)’dan temin edildi.

Deneylerde Shimadzu (UV-1601) spektrofotometre, Heidolph (Reax Top) vorteks,
Heraeus (Fuktion Line) etiiv, Hanna (HI190M) manyetik karistirici, Hanna (pH
211) pH metre, sogutmali su banyosu (BS 402), Vestel (White FR 540) buzdolabi,
Ohaus-Pioneer (PA214C) 0,0001g duyarlikta terazi, Labconco (Freezone 6)
liyofilizator, Memmert (WBU 45) 1sitici, Hettich (Universal 32R) santrifiij cihazi,
3K30 Sigma (Almanya) santrifiij cihazi, Brand (Transferpette) otomatik pipetler,
GLF (2001/4) saf su cihazi, homojenizatér (IKA RW 16 basic), Velp (Multistirrer
15) ¢coklu magnetik karistirict kullanildi.

Sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyonu i¢in ADU Bilim Teknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde bulunan FTIR spektrofotometresi (Varian
FTS 7000, USA), Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii-Malzeme Arastirma
Merkezi’nde bulunan taramali elektron mikroskobu (SEM, Philips XL-30S FEG)
ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM, Digital Instruments-MMSPM nanoscope 1V)
kullanildi.

3.2. Yontem
3.2.1. Kolsisin Calisma Grafiginin Hazirlanmasi

Calismada absorbans Ol¢iimlerinin gergeklestirilecegi dalga boyuna karar vermek
icin 100 mg saf kolgisin 100 mL saf suda ¢oziilerek 1 mg/mL’lik stok ¢ozelti
hazirlandi. Bu ¢ozelti 500 kat seyreltildi ve ¢ozeltinin UV-Gor spektrofotometrede
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400-200 nm arahiginda spektrumu alindi. Spektrumda 353 ve 245 nm dalga
boylarinda 2 pik gortildi. Bundan sonraki absorbans 6l¢iimlerinin 353 hm dalga
boyunda yapilmasina karar verildi. Caligilacak derisim araligini kapsayan ¢alisma
grafigi de agagidaki gibi hazirlandi:

100 mg saf kolsisin 100 mL saf suda c¢oziilerek 1.0 mg/mL’lik stok c¢ozelti
hazirlandi. Bu ¢ozelti 50 kat seyreltildi. Bu stok ¢ozeltiden son derisimler sirasiyla
0,0025; 0,005; 0,01; 0,012; 0,014; 0,016; 0,018 ve 0,02 mg/mL olacak sekilde
0,375; 0,75; 1,5; 1,8; 2,1; 2,4; 2,7 ve 3,0 mL tiipe alinarak son 6rnek hari¢ digerleri
saf su ile 3.0 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltilerin 353 nm dalga boyunda
absorbanslar1 Olgiildii. Absorbans degerleri kolsisin derisimlerine karsi grafige
gecirildi. Bu ¢alismanin ve bundan sonraki ¢aligmalarin tiim denemeleri 3 tekrarl
gercgeklestirildi.

3.2.2.Aljinat Temelli Ila¢ Salim Partikiillerinin Hazirlanmasi

Aljinat dogal polimeri kullanilarak mikrokiire, nanopartikiil, boncuk gibi tasiyici
birimlerin olugturulmasi miimkiindiir. Aljinat polimerinin tastyici olarak CaCls ile
capraz baglanarak yalmiz basna kullanilmasi miimkiin olabildigi gibi; bir diger
dogal polimer olan kitosan ile birlikte ve glutaraldehit capraz baglayicisi ile de
kullanilarak nanopartikiil olusturulabilir. Caligmamizda nanopartikiil olusturulmasi
planlandigindan Oncelikle bu partikiillerin sentezi denendi. Denenen her tip
iretimin tutunma ve salim parametreleri incelenerek son iretimin hangi

kombinasyonda yapilacagina karar verildi.
3.2.2.1. Bos Aljinat/Kitosan Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Aljinat/kitosan nanopartikiiller Sunna (2012, yiiksek lisans tezi) ve Sarmento vd.
(2007b)’e gore hazirlandi. Bunun i¢in 0,05 g CaCl, 25,0 mL suda, 0,074 g sodyum
aljinat 117,5 mL suda ve 0,022 g kitosan 25 mL % 1’lik asetik asit ¢cozeltisinde
¢0Oziildi. Karigir durumda olan 117,5 mL sodyum aljinat (0,63 mg/mL) ¢o6zeltisine
7,5 mL kalsiyum kloriir ¢ozeltisi (2,0 mg/mL) damlalikla 20 saniyede bir damla
olacak sekilde eklendi. Bu islem yaklasik 50 dakika siirdii. Cozelti 30 dakika
kanstirildiktan sonra 25 mL kitosan ¢0Ozeltisi karismakta olan ¢ozeltiye 20
saniyede bir damla olarak eklendi. Cozelti oda sicakliginda hava ve 151k almayacak
sekilde diisikk devirde karigir durumda bir gece birakildi. Bos nanopartikiil
hazirlama siireci Sekil 3.1°de sema ile gdsterilmistir.
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Kansyr Durumdald 117.5 mL
Sodyum Aljinat Cozeltisi (0,63 mg/mL) 7.5 mL Kalsivum Kloriir
Cazeltisi (2,0 mg/ml)
100 rpm
1 damla/20 s
125 ml Kalsiyum Aljinat
Cozeltisi 30 dakika kanstirihr
. 25 ml Kitosan C&zeltisi
2
1 damla/20 s (0,88 mg/mL)
150 mL Nanopartikiil Cézeltisi
Bir gece kanstmihr

Santrifiij (18 000 g, 30 dakika)

N

Nanopartikiller Stipernatan

Sekil 3.1. Bos aljinat /kitosan nanopartikiil olusturma siirecinde islem semasi.
3.2.2.2. Kolsisin Yiiklii Aljinat/Kitosan Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Kolsisin stok ¢ozeltisinden (1,0 mg/mL) segilen derisimde alinip 1,5 mL kalsiyum
kloriir ¢ozeltisi (2,0 mg/mL) igerisine eklendi. Bu ¢6zelti karigir durumda olan
23,5 mL sodyum aljinat (0,63 mg/mL) c¢ozeltisine damlalikla 20 saniyede bir
damla damlatildi. Otuz dakika karistirildiktan sonra karigtirilmakta olan ¢ozeltiye
5,0 mL kitosan ¢ozeltisi 20 saniye araliklarla birer damla damlatilarak eklendi.
Cozelti oda sicakliginda hava ve 151k almayacak sekilde diisiik devirde karigir
durumda bir gece dinlenmeye birakildi. Ertesi giin ¢ozelti 18 000 g’de 30 dakika
santrifiij edilip siipernatan alindi. Spektrofotometrede 353 nm’de absorbans
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Olciimleri yapildi. Kor olarak saf su kullanildi. Hazirlanan kolsisin c¢alisma
grafiginin denkleminden yararlanarak kolsisin % tutuklanma degeri “100 -
[(siipernatan kolsisin/toplam kolsisin)x100]” formiilii ile hesaplandi. Kolsisin

yiiklii nanopartikiil hazirlama siireci Sekil 3.2°de sematize edilmistir.

1.5 mL Kalsivum Kloriir
Cozeltisi (2 mg'ml) 444 WL Kolsisin Cozeltisi

\/ (1 mg/mL)
1,94 ml. Kolsisin ve Kalsivum
Kloriir Cézeltisi
1 damla’ 20 s

Kangtr Durumdalkd 23,5 mL Sodyum
Aljinat C6zeltisi (0.63 mg/mL)

25.44 mL Kolsisin Yiiklii 30 dakilca karigtshr

Kalsiyum Aljinat Cozeltisi
5 mL Kitosan Cézeltisi (0,88 mg/mL)
30.44 ml Kolsisin Yiikdii
WNanopartikiil Cozeltisi
Hava ve 151k almayacak sekilde bir
gece kargtmibr

Santrifiij (18 000 g, 30 dakika)

N

Kolsisin Yiiklii Nanopartildiller Siipernatan

Sekil 3.2. Kolsisin yiiklii aljinat /kitosan nanopartikiil olusturma islemi
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3.2.2.3. Bos Aljinat/Kitosan/Glutaraldehit Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Karigir durumda olan 23,5 mL sodyum aljinat (0,63 mg/mL) ¢06zeltisine 1,5 mL
kalsiyum kloriir ¢ozeltisi ( 2,0 mg/mL ) 20 saniyede bir birer damla eklendi. 30
dakika karigtirildiktan sonra karisim halinde olan ¢ozeltiye 5,0 mL kitosan
cOzeltisi 20 saniye araliklarla birer damla damlatildi. Cozelti 45 dakika
karigtirildiktan sonra ¢ozeltiye 10 mL % 5°lik glutaraldehit eklenip karistirilmaya
devam edildi. Cozelti oda sicakliginda hava ve 1sik almayacak sekilde diigiik
devirde karisir durumda bir gece dinlenmeye birakildi. Gluteraldehit ¢capraz bagh
bos aljinat/kitosan nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in yapilan islemler Sekil

3.3’de sematize edilmistir.

Kansr Durumdalkd 23,5 mL Sodyum .
Aljinat Cozeltisi (0,63 mg/mL) 1.5 ml Kalsiyum Klorir
(ozeltisi (2 mg/mL)
\/ 1 damla/20 s
25 mL Kalsivum Aljinat Cozeltisi
3 mL Kitosan Cézeltisi

30 dakika kargtridr

(0.88 mg/mL)

30 mL Nanopartildiil Cézeltisi

45 dakdka kanstmbr

10 mL %o 5'lik Ghuteraldehit

40 mL Nanopartikiil Cézeltisi

Bir gece kanstuilr

Santrifiij (18 000 g, 30 dakika)

AN

Nanopartikiiller Siipernatan

Sekil 3.3. Bos aljinat/kitosan/glutaraldehit nanopartikiil olusturma siirecinde islem

semast.
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3.2.24. Kolsisin Yiiklii Aljinat/Kitosan/Glutaraldehit Nanopartikiillerin
Hazirlanmasi

Karigir durumda olan 23,5 mL sodyum aljinat (0,63 mg/mL) c¢ozeltisine 1,5 mL
kalsiyum kloriir ¢ozeltisi (2,0 mg/mL) 20 saniyede bir birer damla eklendi. 30
dakika karistirildiktan sonra karisim halinde olan ¢ozeltiye 5 mL kitosan ¢ozeltisi
20 saniye araliklarla birer damla damlatildi. Cozelti 45 dakika karistirildiktan
sonra ¢ozeltiye 10 mL % 5’lik glutaraldehit eklenip karistirilmaya devam edildi.
Bir saat sonra kolsisin stok ¢ozeltisinden (1,0 mg/mL) 444 pl eklendi ve ¢ozelti
oda sicakliginda hava ve 151k almayacak sekilde diisiik devirde karigir durumda bir
gece dinlenmeye birakildi. Ertesi gilin ¢6zelti 18 000 g’de 30 dakika santrifiij edilip
siipernatan alinip 353 nm’de absorbans Olc¢limleri yapildi. Hazirlanan kolsisin
calisma grafiginin denkleminden yararlanarak kolsisin % tutuklanma degeri
hesaplandi.  Kolsisin  yiiklii  gluteraldehit c¢apraz bagli aljinat/kitosan

nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in izlenen iglem sirasi 3.4’de sematize edilmistir.
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Kansir Durumdaki 23,5 mL Sodyum .
Aljinat Cézeltisi (0,63 mg/mL) 1.5 mL Kalsiyum Kloriir
Cozeltisi (2 mg/ml)
1 damla/20 s
25 ml Kalsiyum Aljinat C6zeltisi
5 ml Kitosan Cézeltisi 30 daleikca kanstnbr
(0.88 mg/ml)
30 ml. Nanopartikiil Cdzeltisi

45 dalkika kanstiribr

10 mL % 5'lik Ghuteraldehit

40 mL Nanopartikiil Cizeltisi

444 L Kolsisin Cozeltisi Hava ve 15tk almayacak gekilde
(1 mg/mL) bir gece kanstirdr

Santrifiij (18 000 g, 30 dakika)

7N

Kolsisin Yiildii Nanopartikiller Stpernatan ——— Kolsisin Tayini

Sekil 3.4. Kolsisin yiiklii aljinat/kitosan/glutaraldehit nanopartikiil olusturma

siirecinde islem semasi.
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3.2.2.5. Bos Aljinat Mikrokiirelerinin Hazirlanmasi

Bes mL % 2’lik aljinat ¢ozeltisi bir tiipe alindi. Bu ¢ozelti 0,2 M 50 mL karigir
durumda olan kalsiyum kloriir ¢ozeltisine bir sirmga yardimiyla damla damla
eklendi. Cozelti oda sicakliginda hava ve 151k almayacak sekilde diisiik devirde 2
saat karigtirlldi. Ayni islemler 0,1 M 50 mL kalsiyum kloriir ¢ozeltisi igin
tekrarlandi. Bos aljinat kiirelerin hazirlanmasi Sekil 3.5’de sematize edilmistir.

Kanstr Durumdald 0.2 M 50 mL
Kalsivum Kloriir Cdzeltisi veva
0.1 M 50 mL Kalsiyum Kloriir
Cozeltisi

5 mL % 2'likk Aljinat C6zeltisi

Bir srmga vardmu ile eldenir

55 ml Kalsiyum Alfinat Cozeltisi

2 saat karstirdr

Stizilda

/N

Aljinat Mikrokireler Stpernatan

Sekil 3.5. Bos aljinat mikrokiireleri olusturma siirecinde islem semasi.
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3.2.2.6. Kolsisin Yiiklii Aljinat Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

Bes mL % 2’lik aljinat ¢ozeltisi bir tiipe alindi. Bu ¢6zeltinin iizerine kolsisin stok
¢ozeltisinin (1,0 mg/mL) hesapli miktar1 eklenip vorteks yardimiyla karigtirildi. Bu
¢ozelti 0,2 M 50 mL karigir durumda olan kalsiyum kloriir ¢ozeltisine bir siringa
yardimiyla damla damla eklendi. Cozelti oda sicakliginda hava ve 11k almayacak
sekilde diisiik devirde 2 saat karigtirildiktan sonra siiziildii. Kolsisin ¢aligma grafigi
kullanilarak siiziintiide kolsisin derisimi hesaplandi. Ayni1 iglemler 0,1 M 50 mL
kalsiyum kloriir ¢ozeltisi icin tekrarlandi. Kolsisin yiikli aljinat kiirelerin
hazirlanmasi Sekil 3.6’da sematize edilmistir.

5 mlL % 2'lik Aljinat CSzeltisi

800 pl Kolsisin Cozeltisi
\/ (1 mg/mL})

5.8 mlL Kolsisin ikl Kalsiyum 2’;“51‘51.16
Aljinat Cozeltisi yardmu
kanstirihr
\L Bir simga yardomm ile eldenir

Kansy Dwumdaki 0.2 M S0 mlL
Kalsivum Klorir Cozeltisi

L

55,8 ml Kolsisin Yiikta Kalsijum
Aljinat Cozeltisi

Hava ve ik almayacak selalde
2 saat kanstmlr

S
Kolsisin Ykt Mikrokiireler Stpernatan ————3  Kolsisin Tayini

Sekil 3.6. Kolsisin yiiklii aljinat mikrokiireleri olusturma siirecinde islem semasi.

Diger bir aljinat kiire hazirlama yonteminde (Lee vd., 1999). 250 mg aljinat 12,5
mL distile suda ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye 250 mg kolsisin eklenip ¢o6zelti oda
sicakliginda hava ve 151k almayacak sekilde diisiik devirde 2 saat karistirildi. Bu
karisim 12,5 mL 0,2 M kalsiyum kloriir ¢dzeltisine siringa yardimiyla damla
damla ilave edilip 15 dakika beklendikten sonra siiziintii ayrildi. Kolsisin ¢aligma
grafigi kullanilarak siizlintiide kolsisin tayini yapildu.
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3.3. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
3.3.1. FTIR (Fourier Transform Infrared Spektroskopi) Ol¢iimleri

Aljinat, kitosan, kolsisin, glutaraldehit, bos aljinat/kitosan/glutaraldehit
nanopartikiiller ve kolsisin yiiklii aljinat/kitosan/glutaraldehit nanopartikiillerin
FTIR spektrumlar1 alinarak bos ve ila¢ yiikli partikiillerin IR davraniglar
incelendi. Bunun ic¢in bos ve kolsisin yiikli aljinat/kitosan/glutaraldehit
nanopartikiiller hazirland1 ve 18000 g’de 30 dakika santrifiij edilip siipernatan
ayrildi. Coken nanopartikiiller buzdolabinda dondurulup liyofilizatérde 2 giin
boyunca suyu uzaklastirildi. Toz haline getirildi. Kuru 6rnekten bir miktar alindi.
KBr ile karistirlarak pellet haline getirildi ve FTIR aygit1 kullanilarak spektrumu
alindi. Bu ¢alisma 5°C, 15°C, 25°C, 35°C, 45°C ve 55°C sicakliklarda hazirlanan
nanopartikiiller i¢in gerceklestirildi.

3.3.2. AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu) Ol¢iimleri

Sentezlenen nanopartikiillerin morfolojisi AFM ile incelendi. Bunun igin, farkli
sicakliklarda hazirlanan bog ve kolsisin yiiklii nanopartikiil ¢ozeltileri saf su ile
100 kat seyreltildi ve seyreltilmis ¢ozeltilerden birer damla 1x1 cm boyutlarinda
cam ylizeye damlalik yardimiyla damlatilarak dagitildi. Etiivde 40 °C sicaklikta
kurutuldu ve 6l¢iimleri gergeklestirildi.

3.3.3. SEM (Taramal Elektron Mikroskobu) Ol¢iimleri

Bu olgtimler hazirlanan nanopartikiillerin boyutlar1 ve yiizey 6zellikleri hakkinda
bilgi verir. Bunun i¢in hazirlanan bos ve kolsisin yiiklii nanopartikiiller ¢ozelti
halinde buzdolabinda dondurulup liyofilizatrde 4 giin suyu uzaklastirildi. Toz
haline getirildikten sonra nanopartikiillerin SEM &lgiimleri taramali elektron
mikroskobuyla gergeklestirildi.

3.4. Nanopartikiiller i¢in Kiitle/Hacim Grafiginin Hazirlanmasi

Bos aljinat/kitosan/glutaraldehit nanopartikiiller —hazirlandi.  Nanopartikiil
¢Ozeltisinin ¢oktiriilmesinde kullanilacak olan bos olarak ependorflar tartildi.
Nanopartikiil ¢ozeltisinden sirasiyla 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 ve 8,0 mL
epondorflara alinarak 18 000 g’de 30 dakika santrifiij edildi. Siipernatan kismi
atildi. Kalan polimer etiivde 40°C sicaklikta 24 saat kurutuldu. Kuru



41

nanopartikiilleri iceren ependorflar tartildi. Bos ependorflarin kiitleleri kuru
nanopartikiilleri iceren ependorflarin  kiitlelerinden ¢ikarildi  ve kuru
nanopartikiillerin kiitlesi hesaplandi. Cozelti hacimlerine karsilik gelen polimer
kiitleleri yazilarak kiitle/hacim grafigi cizildi.

3.5. ila¢ Tutuklama Kapasitesine Sicakhgm Etkisi

Belirlenen 10 mg aljinat/0,3 mg kolsisin orani i¢in yiikleme kapasitesine sicakligin
etkisi incelendi. Bunun igin kolsisin yiiklii nanopartikiiller hazirlandi. Hazirlanan
¢ozelti 5°C, 15°C, 25°C, 35°C, 45°C ve 55°C sicakliklarda karisir durumda bir
gece birakildi. Ertesi giin kolsisin yiiklii nanopartikiiller 18000 g'de 30 dakika
santrifiijlenerek ayrildi. Siipernatan almip 353 nm’de absorbans oOl¢iildii. Her
sicaklik icin miligram nanopartikiil bagsina kolsisin tutuklama kapasitesi
hesaplandi.

3.6. Fizyolojik Kosullarin Ila¢ Salimmina Etkilerinin Saptanmasi
3.6.1. pH Calismasi

flag salimma pH etkisini incelemek iizere pH’1 1,2 (mide stvis1), pH’1 1,5 (mide
stvist), pH’1 3,0 (mide sivisi), pH'1 6,8 (intestinal sivi) ve pH’1 7,4 (kan) olan
cozeltilerde optimum pH c¢aligmasi yapildi. Salim calismalari Yongmei vd.
(2002)’ye gore diyaliz tiipii kullanmilarak gergeklestirildi. Diyaliz tiipii
kullanilmadan &nce asagidaki 6n iglemlerden gecirildi;

1) Diyaliz tiipiinden gliserini uzaklastirmak i¢in diyaliz tiipii oda sicakliginda
3-4 saat saf suda bekletildi.

2) Diyaliz tiipii siilfiir bilesiklerinin uzaklastirilmasi i¢in % 0,3 sodyum siilfit
(Na,SO3) ¢ozeltisinde 80 °C’de 1 dakika 1sit1ldi.

3) Diyaliz tiipli 60°C’de sicak suda 2 dakika bekletildi.
4) Diyaliz tiipii % 0,2 H,SO, ¢ozeltisinde 3-4 dakika asitlendirildi.

5) Daha sonra asidi uzaklastirmak igin diyaliz tiipii 60°C’deki sicak su ile
hafif¢e ¢alkalandi.
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3.6.1.1. Kolsisinin in vitro Mide Ortaminda Saliminin incelenmesi

Mide ortamini in vitro olarak taklit etmek igin ¢ozeltiler hazirlandi: pH'1 1,2 olan
NaCl/HCI ¢ozeltisi (2,0 g/l NaCl) hazirlamak i¢in 400 mg NaCl alinip 200 mL
suda ¢oziildi. Bu ¢ozeltiye HCl damlatilarak pH'1 1,2°ye diistirtildi. 50 mL 0,2 M
KCI ¢ozeltisi ve 41,4 mL 0,2 M HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH'1 1,5 olan 200 mL
HCI/KCI ¢ozeltisi hazirlandi. 0,1M 982,3 mL asetik asit ¢ozeltisi ve 0,1 M 17,7
mL sodyum asetat ¢ozeltisi kullanilarak 200 mL pH" 3,0 olan asetik asit/sodyum
asetat ¢ozeltisi hazirlandi. Kolsisin yiiklii nanopartikiiller 18 000 g’de 30 dakika
falkon tiiplerde santrifiijlenerek ayrildi. Falkon tiipteki kolsisin yiklii
nanopartikiiller pH'1 1,2; pH 1,5 ve pH 3,0 olan ¢ozeltilerin 7,0 mL’si ile
yikanarak aktiflestirilmis diyaliz tiipline aktarildi. Diyaliz tiipii her iki ucundan
baglanarak 100 mL ¢o6zelti (pH" 1,2; pH 1,5 ve pH 3,0) iceren 200 mL’lik sigelere
yerlestirildi. Cozeltiler hava ve 151k almayacak sekilde sarildi. Sicaklik 37 °C’ye
ayarlandi1 ve ¢ozeltiler karistirilmaya baglandi. Bu ¢ozeltilerden her saat bas1 10
mL 6rnek alindi. Her seferinde, ortama alinan 6rnek kadar temiz ¢ozelti (pH" 1,2;
pH 1,5 ve pH 3,0) geri eklendi. 5 saat boyunca alinan 6rneklerin 353 nm’de
absorbanslarina bakildi.

3.6.1.2. Kolsisinin in vitro ince Bagirsak Ortaminda Saliminin incelenmesi

Ince bagirsak ortamini in vitro olarak taklit etmek igin kullanilan pH 6,8 ve pH 7,4
ortamlar1 potasyum fosfat tuzu tabletlerinin (DPBS) saf suda ¢oziilmesi ve %1’lik
Tween 80 ¢ozeltisi ilavesi ile hazirlandi. Kolsisin yiiklii nanopartikiiller 18 000
g’de 30 dakika falkon tiiplerde santrifiijlenerek ayrildi. Falkon tilipteki kolsisin
yiiklii nanopartikiiller pH 6,8 ve pH 7,4 olan ¢ozeltilerin 7,0 mL’si ile yikanarak
aktiflestirilmis diyaliz tlipline aktarildi. Diyaliz tiipii her iki ucundan baglanarak
100 mL ¢ozelti (pH'1 6,8 ve pH 7,4) igeren 200 mL’lik siselere yerlestirildi.
Cozeltiler hava ve 151k almayacak sekilde sarildi. Sicaklik 37 °C’ye ayarlandi ve
¢ozeltiler karistirilmaya baglandi. Bu ¢ozeltilerden her saat bast 10 mL &rnek
alind1. Her seferinde, ortama alinan 6rnek kadar temiz ¢ozelti (pH'1 6,8 ve pH 7,4)
geri eklendi. 5 saat boyunca alinan 6rneklerin 353 nm’de absorbanslarina bakildi.
Kolsisin ¢aligma grafigi kullanilarak salinan kolsisin miktar1 hesaplandi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kolsisin Calisma Grafigi

Caligmanin her asamasinda ¢6zeltide kolsisin derigimi tayini gerekmektedir. Bu tip
bir tayin i¢in eger miimkiinse UV-Vis bolgede absorbans ol¢iimii yapilir ve
Lambert-Beer yasasindan yararlanilarak derisim hesaplanir. Kolsisin UV-Vis
bolgede absorbans yapan bir bilesiktir. Bu nedenle spektrofotometre ile tayini

miimkiin olmustur.

Calismada absorbans Ol¢limlerinde kullanilacak dalga boyuna karar vermek ig¢in
1,0 mg/mL’lik stok kolsisin ¢ozeltisinden 100 pl. alinip 500 kat seyreltildi ve
¢ozeltinin UV-Vis spektrofotometrede 400-200 nm araliginda spektrumu alindi.
Spektrumda 353 ve 245 nm dalga boylarinda 2 pik goriildii. Bu spektrum Sekil
4.1°de goriilmektedir. Bu dalga boylarindan hangisinin kullanilacagina Patial ve
Verma (2012)’ye gore karar verildi. Buna gore her iki dalga boyunda farkli
kolsisin derisimlerinde absorbans okundugunda 245 nm’de 2-12 pg/mL araliginda
353 nm’de ise 6-22 pg/mL araliginda dogrusal iligki (Lambert —Beer yasasina
uygunluk) tespit edilmistir. Ote yandan kolsisin 245 nm’ deki molar absorbtivitesi
(€) 353 nm’ dekinden daha biiyiikk oldugu icin yiiksek derisimli ¢ozeltilerin
absorbans okumalarinda 245 nm’ de dogrusal bolgenin ¢ok fistiine ¢ikilmakta
oldugu tespit edildi. Bu nedenle kolsisin derigim dl¢iimleri 353 nm dalga boyunda
gergeklestirildi.
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Sekil 4.1. Kolsisin bilesiginin UV-Vis bolgedeki absorbsiyon spektrumu.

Bu igslemden sonra kolgisin ¢ozeltisinin ¢aligma grafigi hazirlandi. Kolgisinin 353
nm’deki absorbansi kullanilarak hazirlanan standart ¢alisma grafigi Sekil 4.2°de

gorililmektedir.
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Sekil 4.2. Kolsisin ¢alisma grafigi (A=353 nm).
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Bu grafigin kullanilan kolsisin derisim araliginda dogrusal oldugu (R*= 0.9998)
tespit edildi ve standart ¢calisma grafigi olarak kullanildi.

4.2. Nanopartikiil ve Mikrokiire Olusturma Calismalari

Aljinat dogal polimerine kolsisin tutuklanma ¢aligmasi ilk kez gergeklestiginden
kullanilacak aljinat/kolsisin oran1 ve aljinatin tek basmna veya kitosan ve/veya
gluteraldehit ile birlikte kullanildigi degisik kombinasyonlar denendi. Bu
caligmanin baslangicindaki amag kontrollii kolsisin salimi yapacak bir ilag salim
sisteminin olusturulmasi idi. Kitosan ile kaplanmis kalsiyum aljinat polimeri ¢ikis
maddesi olarak planlanmig idi. Ancak; kolgisin molekiiliiniin  sudaki
¢cozlinlirligiiniin fazla (45 mg/mL) olmas1 ve molar absorbsiyonu katsayisinin ¢ok
yiiksek (€™=16,6) olmasi iiretilecek salim sisteminin bilesiminin ¢ok dikkatli
ayarlanmasi ve Ol¢lim sistemlerinde de siirekli seyreltme yapilmasi gerektigini
gostermistir. Cizelge 4.1°de denenen bilesimler ve kolsisin tutulma yiizdeleri
Ozetlenmisgtir.

Cizelge 4.1. Nanopartikiil ve mikrokiire olusturma c¢alismalarinda denenen
bilesimler ve kolsisin tutulma ytizdeleri

Sistem Bilesimi Sistem Tiirii Olciilen En Yiiksek
Tutulma Yiizdesi

Aljinat + CaCl, Mikrokiire % 13,5
Aljinat + CaCl, + Nanopartikiil % 11,8
Kitosan

Aljinat + CaCl, + Nanopartikiil % 19,5

Kitosan + Gluteraldehit

Cizelge 4.1°den de goriildiigii ilizere sadece kalsiyum aljinat kullanilarak
hazirlanan mikrokiirelerde kolsisin tutulmasi % 13,5 olarak bulunmustur. Bu
sonug tlizerine olduk¢a sik kullanilan bir uygulama olan (Sarmento vd., 2007b)
polianyonik bir yapisi olan aljinat polimerinin polikatyonik yapidaki kitosan ile
kaplanarak nanopartikiiller sentezlenmistir. Ancak bu nanopartikiillerden de
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kolsisin s1izmasi ¢cok oldugu i¢in tutulma % 11,5 olarak tespit edilmistir. Bir bagka
uygulama olan aljinat/kitosan ikilisinin bir capraz baglayici (bu calismada
gluteraldehit) ile baglanmasi denenmistir. Tablo 4.1’den de goriildiigii lizere
aljinat/kitosan/kalsiyum  kloriir/gluteraldehit ~ nanopartikiillerinde  kolsisin
tutuklanmast % 20 civarinda oldugu i¢in bu sistemin iyi bir salim sistemi
olabilecegine karar verilmis, karakterizasyon ve in vitro ol¢iimlerine bu
nanopartikiiller kullanilarak devam edilmistir. Ote yandan ilag salim sistemlerinde

% 20 civarindaki bir tutuklanma baslangi¢ i¢in iyi bir sonug degildir.

Ancak, kolsisin yukarida bahsedilen nedenlerle tutuklanma o6zellikleri diisiik olan
bir molekiildiir. Literatiirde kolsisin tutuklanmasi ile ilgili ¢aligmalarin yok
denecek kadar az olmasi da muhtemelen bu sebeptendir. Az sayida olan bu
calismalardan birinde (Kulkarni vd., 1997) kolsisin salimi igin lipozomal
formiilasyonlarin kullanilmasi denenmis ve g¢esitli kombinasyonlar ile (farkli lipid
tirleri ve farkli yiiklii tanecikler) elde edilen maksimum enkapsiilasyon yiizdesi
yaklasik % 34 olarak tespit edilmistir.

Ote yandan cesitli Span 60 ve kolesterol oranlarinda hazirlanmis niozomlardan
kolsisinin enkapsiilasyon etkinligi % 100’e yakin olarak bulunmustur (Yongmei
vd., 2002). Bu ¢aligmalar sudaki ¢6ziiniirliigii oldukca yiiksek olan kolsisin gibi
ilaglarin hidrofobik o&zellikleri olan sistemlerde daha iyi tutunacagini ifade
etmektedir. Ote yandan lipozom ve niozom sistemlerinin mide bariyerini gecerken

lipaz enzimlerinin etkisi ile ilacin vaktinden 6nce ¢dziilmesi de miimkiindiir.

Nanopartikiil olusturulmasinda sadece aljinat ve kitosan kullanildigi durumda
sonuclar yeterli ilag tutuklanmasinin gerceklesmedigini gosterdigi icin
nanopartikiil olusturulmasi yerine mikrokiire olusturma yoluna gidildi. Ancak,
mikrokiirelerde de ilag tutuklanma yiizdesi diisiik oldugu i¢in nanopartikiillerin bir
capraz baglayici varliginda olusturulmasi igin iiglincii bir calisma gergeklestirildi.
Bu nanopartikiillerde kolsisin tutuklanmasi tespit edildiginden c¢alismaya
aljinat/kitosan/glutaraldehit kombinasyonu ile devam edildi.
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4.3. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.3.1. FTIR ol¢iimleri

FTIR spektrumlart ilacin polimere inkopere olup olmadiginin bir gdstergesi olarak
kullanilabilir. Sekil 4.3-4.4°de FTIR spektrumlar1 goriinmektedir.

Bu spektrumlarda kolsisinin varlig1 ¢ok kuvvetli bir gdsterge ile 1spatlanmamakla
birlikte yontem boliimiinde anlatildig: iizere nanopartikiillerde kolsisin kiitlesinin
total kitle iginde ¢ok kiigiik bir oran olusturan kolsisinin muhtemel parmak izi
bolgesi  piklerinin  polimerin  diger bilesenleri tarafindan  kapatildigi

diisiintilmektedir.
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Sekil 4.3. Bos ve kolsisin yiiklii nanopartikiillerin FTIR spektrumu (Mavi: Bos
aljinat/kitosan/glutaraldehit nanopartikiiller; Kirmizi: Kolsisin yiiklii
nanopartikiiller)
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Sekil 4.4. Kolsisin molekiiliiniin FTIR spektrumu
4.3.2 AFM ve SEM Sonuclan

Son yirmi bes yildir taramali prop mikroskopi (SPM) tetkikleri cesitli alanlarda
materyal karakterizasyonu i¢in kullanilir olmustur. Bu tetkikler i¢inde atomik
kuvvet mikroskopisi (AFM) materyal karakterizasyonu i¢in en fazla kullanilanidir.
Bir baska deyisle AFM Angstrom diizeyinden mikron seviyesine kadar olan
biiyiikliikte 3D topogafi goriintiilerini analizleme yetenegine sahip bir tekniktir.
Nanopartikiil olugturma c¢aligsmalarinin hemen hemen hepsinde tanecik morfolojisi
AFM ile goriintiilenerek incelenir.

Partikiil karakterizasyonu s6z konusu oldugunda ‘“her ise yarayan” tek bir
enstriiman yoktur. Aslinda partikiil “sayisini”, “boyutlanmasi”, “analizi” ve
“karakterizasyonu” i¢in 400’den fazla teknik bulunmaktadir. Aragtirmanin tiiriine
gore yapilmast gereken Olgiimler dikkate alinarak yontemler belirlenir. Nano
diizeyindeki partikiillerin karakterizasyonunda en fazla kullanilan teknikler SEM,
TEM ve AFM’dir. TEM ve SEM teknikleri gelistirilen tek bir partikiiliin
karakterizasyonu ile goriintiileme tekniklerinin bilesiminden olusur. AFM ise daha
sonra gelistirilen ve bireysel partikiil karakterizasyonuna hacim, sekil, biiytikliik ve
tanecik morfolojisi parametrelerini de katan bir tekniktir.
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Yontem bolimiinde agiklandigi  sekilde hazirlanan kolsisin  tutuklanmis
aljinat/kitosan/glutaraldehit nanopartikiillerinin AFM goriintiisii  Sekil 4.5’de
goriilmektedir. Hazirlanmig nanopartikiillerin yaklasik 100 nm boyutlarinda
oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.5. Nanopartikiillerin AFM ile ¢ekilmis fotografi.

SEM (Taramal1 Elektron Mikroskobu) teknigi ile elde edilen goriintiiler Sekiller
4.6-4.7°de goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Bos aljinat/kitosan/glutaraldehit nanopartikiillerin SEM ile ¢ekilmis
fotografi

- 1pm -
IYTEMAM

Sekil 4.7. Kolsisin yiiklii aljinat/kitosan/glutaraldehit nanopartikiillerin SEM ile
cekilmis fotografi
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Taramali elektron mikroskopisi (SEM) drnege odaklanmis bir elektron demeti ile
tarama yaparak goriintii olusturma teknigidir. Elektronlar ornekteki elektronlarla
etkilesir ve Ornegin ylizey topografisi ve bilesimi hakkinda bilgi veren sinyaller
retilir. SEM’in kullanabilmesi i¢in 0Ornegin iletken olmas1 ve ylizeyin
topraklanmis olmasi gerekir. Aljinat/kitosan gibi iletken olmayan polimerlerin
tanecik yiizeyi ultra ince iletken bir film ile (genellikle altin; altin/paladyum
alasimz; pilatin; osmiyum gibi) kaplanir. Bu ¢alismada elde edilen SEM goriintiisii

icin hazirlanan 6rnek de altin ile kaplanarak analizlenmistir.
4.4. Nanopartikiillerin Kiitle/Hacim Grafiginin Olusturulmasi

Nanopartikiil olusturma isleminin ne kadar verimle gergeklestigini belirlemek igin
kiitle/hacim grafigi olusturuldu. Bos nanopartikiiller kullanilarak hazirlanan
kiitle/hacim grafigi Sekil 4.8’de goriilmektedir. Hazirlanan polimer ¢ozeltisinin 1
mL’si 0.492 mg nanopartikiil icerdigi saptanmistir. Baslangicta ortamda 200 mL
cozeltide (¢ozeltideki glutaraldehit miktar1 50 mL) bulunan aljinat (0,074 g),
kitosan (0,022 g), CaCl, (0,015g) kiitleleri toplam1 0,111 g olarak hesaplandi.
Buradan ortamin 1 mL’sinde bulunan aljinat, kitosan, CaCl, kiitleleri toplami
0,560 mg bulundu. Bu sonug¢ nanopartikiil olusturma isleminin % 88 verimle
gercgeklestigini gostermektedir.
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Sekil 4.8. Bos nanopartikiiller kullanilarak hazirlanan kiitle/hacim grafigi
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4.5. Kolsisin Tutuklanma Kapasitesine Sicakhigin Etkisi

Belirlenen 10 mg aljinat/0,3 mg kolsisin orani kullanilarak tutuklanma kapasitesi
sicakligin etkisi incelendi. Miligram nanopartikiil basina yiiklenmis kolsisin
miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

1 mL reaksiyon ort. kolsisin miktar1 (ug) — 1 mL siipernatandaki kolsisin miktar1 (ug)

ImL reaksiyon ortamindaki nanopartikiil miktari (mg)

Sekil 4.9°da sicakligin kolsisin tutuklama kapasitesi iizerine olan etkisi
goriilmektedir. Sekilden anlasildigi gibi sicaklik ile tutuklama kapasitesi
artmaktadir.

25 +

20 -

=
w
1

mg Nanopartikil Basina Tutuklanan
Kolsisin { ng)
[y
=)

5 15 25 35 45 55
Sicaklik {°C)

Sekil 4.9. Aljinat/kitosan/gluteraldehit nanopartikiillere kolsisin tutuklanma
kapasitesinin sicaklikla degisimi

Ote yandan Sekil 4.9°da goriildiigii gibi iizere kolsisin tutuklanma kapasitesi
incelenen sicaklik araligi i¢in giderek artmis ve 55 °C’de maksimuma ulasmaistir.
Daha yiiksek sicakliklarda tutuklanma kapasitesi deneyleri yapilmistir. Zira aljinat
polimerinin termal bozunma egrisi incelendiginde (Mohan ve Nair, 2005) yapidaki
suyun kaybina bagli olarak bozunma baslangicinin 60 °C’de gerceklestigi
bilinmektedir. Ote yandan daha onceki calismalardan (Sunna, 2012)
alginat/kitosan nanopartikiillere bir baska ilacin (tamoksifen gibi) tutuklanma

oraninin sicaklikla azaldigi bildirilmistir. Bu calismada
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aljinat/kitosan/gluteraldehit bilesimi kullanildigindan polimerin ¢apraz bagli yapisi
sicakliga karsi davramisini degistirmistir. Gergekten de hidrojellerin  ¢apraz
baglanmasi durumunda 60 °C’ye isitildiklarinda ¢apraz baglanmamis olandan
daha dayanikli hale geldigi goriilmiistiir (Pal vd., 2009)

4.6. Kolsisin Salimina pH’1n EtKkisi

Gut hastaliginin tedavisinde uzun zamandir tercih edilen ilag kolsisindir. Ayni
zamanda FMF ve Behget hastaliklarinda da kullanilmaktadir. Ozellikle
immunolojik hastaliklarda kolsisin kullanimina baglanmasi bu ilaca ilginin
yeniden artmasina neden olmustur. Ote yandan kolsisin oldukea toksik bir ilag
olup 7 mg kolsisin oldiiriicti olabildiginden terapotik marj1 ¢ok dardir (Goodman
ve Gilman, 1980). Bu nedenle klinik etkinlik ile yan etkiler arasindaki denge
oldukca hassas olup kronik kolsisin tedavisinde ilag salimiin siirekli olmasi
onemlidir. Ticari olarak kolsisin bitki ekstresi tablet olarak satilmakta olup
genellikle inorganik bir matriksle (TiO;) karistirilmig, seker ve boyar madde
eklenmistir. {lacin mide ortamindan gecip ince bagirsak ortaminda salinarak

alimmasi ideal olanidir ancak bu kosul her zaman saglanmayabilir.

Cizelge 4.2. Insan gastrointestinal yolundaki sivilarm pH degerleri (Grassi vd.,

2007)
Anatomik Bolge pH Degeri
Mide 1,5-3,5
Duodenum 5,0-7,0
Jejenum 6,0-7,0
Ileum 7,0
Kolon 5,5-7,0

Rektum 7,0
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Insan gastrointestinal yolundaki sivilarin pH degerleri Cizelge 4.2°de
gosterilmistir. Bu bilgilere dayanarak kolsisinin salimina pH etkisi 5 farkli pH’ta
incelenmistir. Calisilan pH degerlerinin 4’i bu tabloda gosterilen sinirlarin i¢inde
bulunmakta olup haricten ilave edilen pH degeri 1,2°dir. Bu pH degerinde ¢aligma
karar1 Hu ve Rhodes, 1999’a gore alindi. Bu ¢alismada USP XXII (United States
Pharmacopia) regulasyonuna gore yapay gastrik sivi simiilasyonlarinda pH 1,2 nin

kullanilmasinin 6nerildigi bildirilmistir.

Hazirlanan kolsisin yiiklii nanopartikiillerin insan viicudunda kolsisin salimina
pH’1n etkisi iki farkli ortam taklit edilerek bes farkli pH degerinde gergeklestirildi.
In vitro o mide ortamini taklit etmek icin pH 1,2; pH 1,5 ve pH 3,0 ¢ozeltileri; ince
bagirsak ortamini taklit etmek icin ise % 1’lik Tween 80 ¢ozeltisi iceren pH 6,8 ve
pH 7,4 potasyum fosfat tamponlart kullanildi (Sarmento vd., 2007b). Biitiin
denemeler 10 mg aljinat/0,3 mg kolsisin oran1 kullanmlarak hazirlanan

nanopartikiiller ile gerceklestirildi.
4.6.1. Kolsisinin in vitro Mide Ortaminda Salim

Mide ortamini taklit etmek {izere hazirlanan 3 farkli pH ortaminin (1,2; 1,5; 3,0)
higbirinde kolsisin salim1 saptanmadi.

4.6.2. Kolsisinin in vitro Ince Bagirsak Ortaminda Sahm

Ince bagirsak ortamini in vitro olarak taklit etmek igin pH 6,8 ve pH 7,4 ortamlar1
kullanildi. Bes saat boyunca saatte bir ortamdan alinan ¢ozelti santrifiijlendi ve
siipernatanda kolgisin tayini yapildi Siipernatanlarin absorbans degerleri kolgisin
calisma grafiginde yerine koyularak bu siire igerisinde saliman kolsisin miktar
belirlendi. Aljinat/kitosan nanopartikiillerden pH 6.8 ve pH 7.4 ortamlarinda
zamana karst kolsisin salimin1 (mg) gosteren grafikler sirasiyla Sekil 4.10. ve
4.11’de goriilmektedir.  Ayrica her saatin sonundaki yiizde kolsisin salimi
belirlendi. Aljinat/kitosan nanopartikiillerden pH 6.8 ve pH 7.4 ortamlarinda
zamana karst yiizde kolsisin salimlar1 sirasiyla cizelge 4.3. ve 4.4’de
goriilmektedir.
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Sekil 4.10. Aljinat/kitosan/glutaraldehit nanopartikiillerden pH 6,8 ortaminda

zamana bagli kolsisin salimi
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Sekil 4.11. Aljinat/kitosan/glutaraldehit nanopartikiillerden pH 7,4 ortaminda

zamana bagli kolsisin salimi
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Cizelge 4.3. Aljinat/kitosan/glutaraldehit nanopartikiillerden pH 6,8 ortaminda

zamana bagli ylizde kolsisin salim1
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Cizelge 4.4. Aljinat/kitosan/glutaraldehit nanopartikiillerden pH 7,4 ortaminda

zamana bagli ylizde kolsisin salim1
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5. SONUC

1- llag iletim sistemlerinin dizaym genellikle ilacn fizikokimyasal ve

2-

farmakokinetik 6zelliklerine bagli olarak gelistirilir. Geleneksel ilag iletim
sistemleri ilacin terapétik olarak etkili plazma derisimlerine ulagmasi igin
gerekli siire ile ilacin dozaj formunun gergekte gosterdigi ilag salim profili
arasindaki minimum senkronizasyon nedeniyle olusan smirlamalara
bagimlidir. Bu nedenle farmosotik bilimi ¢alisanlart ilgilerini aktif ilacin,
viicutta istenen zaman ve yerde olmasini saglayacak ideal ilag salim
sistemlerinin iiretilmesine yogunlastirmaktadirlar. Bu konuda dogal jel
olusturan materyaller ila¢ iletim sistemleri olarak umut verici materyaller
olarak diisiiniilmektedir.

Aljinatlar genis uygulama alani bulan ¢ok amagli dogal polisakkarit
yapisinda biyopolimerlerdir. Aljinatin, geleneksel ilag {iretiminde
kullaniminda  kivamlastirici,  jel-olusturma  ve  stabilize  edici
ozelliklerinden yararlanilir. Ancak, uzun siireli ve daha iyi kontrol
edilebilen ilag iletimi aragtirmalar1 aljinat gibi hidrokolloidlerin yeni bir
gorevle ilag iletim sistemlerinde kullanilmasina neden olmustur. Aljinat
(asit formu: alginik asit) sodyum ve kalsiyum tuzlarinin genellikle toksik
olmadig1 ve biyouyumlu olduklar1 bilinmektedir. Aljinat, kitosan gibi
polikatyonik yapilarla dayanikli kompleksler olusturur. Aljinat jel
matriksinin erezyonunu engellemesi ve/veya c¢oziinlrliigii yiiksek olan
ilaglarin saliminin geciktirilmesi i¢in aljinat taneciklerin kitosan ile
kaplanmasi sikga yapilan bir uygulamadir. Kitosan da aljinat gibi dogal
polisakkarit tiirevi olan bir biyopolimer olup ayrica tiimor hiicrelerini
inhibe edici 6zelligi de son yillarda ortaya ¢ikarilmigtir. (Gupta vd., 2002).
Bu ¢alismada kullanilan her iki biyopolimer de (aljinat ve kitosan) kayda
deger sitotoksisite gostermedikleri saptanmis polimerlerdir. Capraz
baglayic1 olarak kullanilan glutaraldehitin de antimikrobiyal aktivitesi
bilinmekte  olup  (EPA-Rereistration  Eligibility = Desicion  for
Glutaraldehyde-EPA  739-R-07-006) sertificasinda belirtildigi {izere
yapilan pek ¢ok calismada kayda deger olumsuz etkisi tespit edilmemistir.
Ozellikle oral yol ile alinarak ilag salim sistemlerinin gelistirilmesinde
dogal polimerlerin kullanilmasi 6nemlidir. Bu agidan incelendiginde bu
tezin konusu olan polimerler ve ¢apraz baglayict bilesik beklenen
ozellikleri kargilamaktadir.
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4-

Partikiill boyutu yaklagtk 100 nm civarinda olan biyobozunur
nanopartikiillerin ilag¢ iletim sistemlerinde kullaniminin avantajlar1 vardir.
Nanopartikiiller kilcal damarlara girebilirler ve ilacin hedef bolgede daha
fazla akiimiile olmasin1 saglayabilirler. Ayrica nanopartikiiller gelismis
permeasyon ve retensiyon etkileri ile tiimoér dokusunu pasif olarak
hedefleyebilir. Ilaveten, nanopartikiiller lokalize kateter temelli infiizyon
veya nanopartikiil yiizeyine doku-spesifik hedef ligant1 baglanarak uzak
hedef Dbolgelerine gonderilebililirler. Bu c¢alismada elde edilen
nanopartikiillerin boyutlari 100 nm civarinda tespit edilmis olup bu tip ilag
iletim  sistemlerinde istenen/aranan  Ozelliklere sahip  olduklari
diisiiniilmektedir.

Kolsisin ilac1 genellikle kronik hastaliklarin tedavisinde bazi durumlarda
(6rnegin FMF) 6miir boyu kullanilmasi gereken bir ilagtir. Ote yandan,
kolsisinin insan viicudu i¢in aym1 zamanda bir toksin olmasi bu ilacin
kullanimin1 ~ smirlamakta ve doz/derisim ayarlamasinin  dikkatli
yapilmasim gerektirmektedir. Kolsisinin kimyasal yapisi nedeniyle suda
¢ok c¢oziinen bir bilesik olmasi onun polimerler {izerine/igine tutunma/
enkapsiilasyon ve salinim 6zelliklerini ¢ok etkilemektedir. Muhtemelen bu
nedenle kolsisinin polimer yapilar i¢inde tutularak ilag salim sistemlerinin
hazirlanmasi c¢aligmalar1 olduk¢a azdir ve biyobozunur polimerlerle
nanopartikiil olusturma ¢aligmasi literatiirde yoktur. Bu c¢aligmada
kolsisinin sudaki ¢oziiniirligiiniin yiiksek olmasi nedeniyle oldukga fazla
sayida kombinasyon denenerek kolsisinin tutuklanacagi bir bilesimin elde
edildigi distinilmektedir.

Ilag salim sistemlerinin olusturulmasinda ilacin sistem igine enkopere
olmasi/tutuklanmasimin  basarilmasi kadar hedeflenen doku/organda
diizgiin bir hizda (tercihan dogrusal) salinmasi da 6nemlidir. Kolsisinin
ince bagirsaktan emilmesi istendiginden in vitro olarak olusturulan mide
ve ince bagirsak ortamlarinda elde edilen sonuglar oldukca dikkat
gekicidir. Sentezlenen glutaraldehit ¢apraz baglh alginat/kitosan
nanopartikiillerden kolgisin salimi in vitro mide ortaminda hig
gerceklesmezken, ince bagirsak ortaminda pH’a bagli olarak % 32,1 ile %
60,5 arasinda salim tespit edilmistir. Oral yol ile alinan ilacin mide
ortamindan hi¢ salinmadan ge¢mesi buna karsilik ince bagirsak ortaminda

salim gostermesi iizerinde durulmasi gereken bir sonugtur.
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7- Sonug olarak, bu ¢aligmada kolsisinin ¢apraz baglanmis alginat/kitosan
nanopartikiilleri ile tagiabilecegi gosterilmis olup, kolsisinin ¢oziiniirliik
Ozellikleri nedeniyle daha yiikksek oranda baglanma ve salim

gosterebilecek sistemlerin gelistirilmesine ihtiyag vardir.
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