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OZET

Goze ilag tasmmmasindaki c¢alismalar, korneadan ila¢ penetrasyonun artirilmasi {izerine
yogunlasmistir. Bu konudaki c¢alismalar, lipozom, biyopargalanir nanopartikiiller ve
nanokapsiiller gibi koloidal ilag¢ tasiyici sistemleri kapsamaktadir.

Kitosan hem absorbsiyon yerinde kalig siiresini artiran mukoadeziv 6zellige sahiptir, hem de
peptid absorbsiyonunun artirilmasinda kullanilan bir polimerdir. Kitosandan hazirlanan
nanosistemler okiiler mukozaya tutunarak korneanin tabakalarindan ve konjunktivadan ilag
gecisini artirirlar.

Bununla birlikte bir veya birden fazla fosfolipid tabakasina sahip lipozomlarin korneay1
olusturan lipofilik ve hidrofilik tabakalardan ilag ge¢isini saglayarak okiiler biyoyararlanimi
artirdig1 gosterilmistir.

Diger nanosistemlerle karsilastirildiginda, kitosan nanopartikiillerin okiiler retansiyonu
artirdig1 ve ilaglarin korneadan gecisini artirdig1 ortaya konmustur. Kitosan nanopartikiiller
hiicre canlilifina zarar vermeksizin, hiicreler tarafindan alinmaktadir. Diger yandan
lipozomlar da genellikler pozitif yiiklii vezikiillerdir ve korneal penetrasyonlarinin iyi oldugu
ortaya konmustur.

Bu calismada kitosan nanopartikiiller ve lipozomlar kombine halde kullanilarak, sonugta
ortaya ¢ikan sistemin biyolojik ylizeyler ve hiicre membranlar ile etkilesimini artirmak ve

sonug olarak hedef dokuya ila¢ tasinmasini saglamak amaglanmistir.

Anahtar kelimeler: Siklosporin A, nanopartikiil, lipozom, kitosan



ABSTRACT

Working in drug delivery to the eye increased about drug penetration increasing from cornea.
Studies on this subject include colloidal drug delivery systems such as liposomes,
biodegredable nanoparticles. Chitosan is a polimer, increase the residence time at the site of
absorption and it has a characteristic mucoadhesive property at increasing absorbtion of
peptide. Nanosystems prepared with chitosan improved to drug transport from cornea and
conjunctiva with clinging the layers of ocular mucosa. In addition it is showen that liposomes
provide drug transport from lipophilic and hydrophilic layers of cornea and improve
bioavaibility. Compared with other nanosystems, chitosan nanoparticles increase the ocular
retention and drug transport through cornea. On the other hand, liposomes are generally
positively charged vesicles and it was shown that fine corneal penetration.

In this study chitosan nanoparticles and liposomes used in combination. We aim to increase
interaction this combination with biological surface and cell membrans, intended to provide

drug delivery to the target tissue.

Keywords: Cyclosporin A, nanoparticle, liposome, chitosan
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1.GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Siklosporin A gbdzde keratokonjunktivit ve kuru goz hastaligi gibi cesitli eksternal
inflamatuvar/otoimmiin goz hastaliklarinin tedavisinde kullanilan peptid yapida bir etkin

maddedir.

G0z damlalar1 hastanin uygulamasi agisindan en elverisli ilag sekilleri olmasina karsin 6nemli
biyoyararlanim problemleri ile karsilasilir. G6ze damlatilan bir ¢ozeltinin ancak %10 u goz
dokularindan gecebilir. Bunun en Onemli nedeni ilacin gozyasiyla gozden hizla
uzaklastirilmasidir. Istenen terapotik etkiyi saglamak amaciyla uygulama sikligmin
artirllmasi, hem goze uygulanan ila¢ konsantrasyonunun artmasi hem de hasta uyuncunun

azalmasi gibi problemleri beraberinde getirir.

Bu ¢aligmanin amaci siklosporin A igeren kolloidal bir ilag tasiyici sistem hazirlamak ve bu
sekilde gozde kalis siiresini uzatarak ve goz dokularindan gegisini artirarak cesitli goz

hastaliklarinin tedavisini saglamaktir.

Yapilan literatiir arastirmalarinda siklosporin A’nin okiiler alanda kullanimi ile ilgili ¢ok
sayida ¢aligma yer almaktadir, ancak klasik yaklasimlarla siklosporin A’nin etkin sekilde
taginmast miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle nanopartikiiler ve vezikiiler ilag tasiyici
sistemler kullanilarak, okiiler biyoyararlanmimin artirilmas: hedeflenmektedir. Mevcut
durumda hem nanopartikiiler hem de vezikiiler tasiyict sistmelerin avantajlarinin bir araya
getirilerek siklosporin A’nin lipozom-kitosan nanopartikiil kompleksi i¢inde uygulandigi bir

calisma bulunmamaktadir.



2.GENEL BILGILER

Kontrollii salim sistemleri, giiniimiizde bircok hastaligin tedavisinde basar1 ile
uygulanmaktadir. Nanopartikiiler ve mikropartikiiler ila¢ tasiyici sistemler yasam kalitesini
artirmak, ila¢ dozunu azaltmak, dozlama araligin1 uzatmak ve yan ve zararli etkilerden

korumak amagli olarak kullanilmaktadir.

Goze ilag tasinmasindaki calismalar, korneadan ilag penetrasyonun artirilmasi ve sonugta
cesitli okiiler sorunlarin daha etkin tedavisi iizerine yogunlagsmistir. Bu konudaki ¢aligmalar,
lipozom, biyoparcalanir nanopartikiiller ve nanokapsiiller gibi koloidal ilag tastyici sistemleri
kapsamaktadir. Bununla beraber bu sistemlerin géz mukozasindaki kisa kalis siiresi goz

dokularinin tedavisine kisitlama getirmektedir.

Kitosan hem absorbsiyon yerinde kalis siiresini artiran mukoadeziv 6zellige sahiptir, hem de
peptid absorbsiyonunun artirilmasinda kullanilmaktadir. Kitosandan hazirlanan nanosistemler
okiiler mukozaya tututanarak korneanin tabakalarindan ve konjunktivadan ila¢ gecisini

artirirlar.

Bir veya birden fazla fosfolipid tabakasina sahip lipozomlarin korneay1 olusturan lipofilik ve
hidrofilik tabakalardan ila¢ ge¢isini saglayarak okiiler biyoyararlanimi artirdig1 gosterilmistir.

Diger nanosistemlerle karsilagtirildiginda, kitosan nanopartikiillerin okiiler retansiyonu
artirdig1 ve ilaglarin korneadan gegisini artirdig1 ortaya konmugstur. Kitosan nanopartikiiller
Hiicre canliligina zarar vermeksizin, hiicreler tarafindan alinmaktadir. Diger yandan
lipozomlar da genellikler pozitif yiiklii vezikiillerdir ve tavsanlar iizerinde yapilan deneylerde

korneal penetrasyonlarinin iyi oldugu ortaya konmustur.

Bu calismada kurulan hipotez; kitosan nanopartikiiller ve lipozomlar kombine halde
kullanilarak, sonucgta ortaya ¢ikan sistemin biyolojik yiizeyler ve hiicre membranlarn ile

etkilesimini artirmak ve sonug olarak hedef dokuya ila¢ tasinmasini saglamaktir.



3.GEREC VE YONTEM
3.1 GEREC
3.1.1 Kullanilan kimyasallar

Fosfolipit (Dipalmitoil fosfatidil kolin)
Fosfolipit (Distearoil fosfatidilkolin)
Kolesterol

Kitosan

Tripolifosfat

Asetonitril (HPLC Grade)

Metanol (HPLC Grade)

3.1.2 Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Yiiksek Basingl sivi Kromatografisi(HPLC)
Hot plate-Isitic1

Partikiil bliyiikliigl 6l¢tim aleti
Rotaevaporator

Su banyosu

Terazi

Ultrasonik banyo

Vorteks

Zeta potansiyel 6l¢lim aleti

3.2 YONTEM

Sigma-ABD
Sigma-ABD
Sigma-ABD
Sigma-ABD
Sigma-ABD
Merck-Almanya
Merck-Almanya

Agilent 1200
Heidolph
Malvern-Zeta Sizer
Heidolph

Niive

Pioneer

Wise Clean
WiseMix

Malvern-Zeta Sizer

3.2.1 Siklosporin A’nin HPLC ile miktar tayini

Hazirlanan ilag tasiyict sisteme yiiklenen ve in vitro salim ¢alismalarinda salinan Siklosporin

A miktarinin  belirlenmesi icin yiiksek basingli sivi  kromatografisinden (HPLC)
yararlanilmigtir. Bunun igin sabit faz olarak C18 kolon (5 pm, 4.6mmx=200 mm) ve hareketli
faz olarak asetonitril:metanol:su (60:20:20) karisimi kullanilmis olup 205 nm dalga boyunda
teshis edilmistir. Baslangi¢ olarak siklosporin A i¢in kalibrasyon dogrusu elde edilmis, daha
sonra elde edilen numunelerde siklosporin A igin miktar tayini ger¢eklestirilmistir.
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3.2.2 Bos ve siklosporin A yiiklii kitosan nanopartikiillerin hazirlanmasi
Kitosan nanopartikiiller iyonotropik jelasyon yontemi ile hazirlanmistir. Kitosan ve
tripolifosfat (TPP) ¢ozeltilerinin  belirli  kosullarda karistirilmasiyla spontan olarak

nanopartikiiller olusturulmustur.

3.2.3 Lipozom hazirlanmasi

Ince tabaka hidrasyon metodu kullanilarak lipozomlar hazirlanmistir. Bu metotta, fosfolipitler
ve ilag etkin maddesi ¢oziiclide ¢oziindiikten sonra rotavapor ile ¢oziicii uzaklastirilarak
tampon ¢Ozeltisi igerisinde bu ince tabakanin vortekslenmesi suretiyle lipozomlar elde
edilmistir. Lipozom eldesinde iki farkli fosfolipit; dipalmitoil fosfatidil kolin (DPPC) ve
distearoil fosfatidilkolin (DSPC) ve kolesterol kullanilmustir.

3.2.4 Lipozom-kitosan nanopartikiil kompleksi (L-NP) hazirlanmasi

Lipozomlar, DPPC: Kolesterol (6:4) —-L1- ve DSPC: Kolesterol (6:4) -L2- oranlarinda
fosfolipitlerin kullanilmas1 sonrasi nanopartikiil siispansiyonu ile karigtirtlmistir. Siispansiyon
halde hazirlanan ila¢ yiiklii kitosan nanopartikiiller L1 ve L2 lipozomlar1 ile %5 trehaloz
varhiginda lipozom-kitosan nanopartikiil kompleksi (L-NP1 ve L-NP2) dondurarak kurutma

yontemi ile elde edilmistir.

3.2.5 Fizikokimyasal karakteristiklerin (partikiil biiyiikliigii, zeta potansiyeli, yiikleme
etkinligi) belirlenmesi

Hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biiyilikliigli ve zeta potansiyel degerleri foton korelasyon
spektroskopisi ve lazer dopler anemometri ile analiz edilmistir. Yiikleme etkinligi ise; ytikli
nanopartikiillerin siispansiyonunun santrifiijlenmesi sonucu yiiklii partikiiller ayrilip iistte
kalan silipernatant kismindan serbest ilag miktar1 hesaplanmis ve toplam miktardan ¢ikarilarak

elde edilen ilag ytiklii kismin toplam nanopartikiil agirligina boliinmesi ile hesaplanmustir.

3.2.6 Salim ¢calismalari

Etkin madde yiiklii nanopartikiiller ve nanopartikiil-lipozom kompleksleri 37°C’de pH 7.4
fosfat tamponu igerisinde 24 saat boyunca bekletilerek belirli zaman araliklariyla alinan
orneklerin HPLC ile analiz edilmesi ve 24 saat boyunca salinan miktarlar belirlenmesi

suretiyle yapilmstir.



4. BULGULAR

4.1. Siklosporin A’nin HPLC Ile Miktar Tayini

Bolim 3.2.1°de belirtildigi iizere yiiksek basingli s1vi kromatografisi (HPLC) kullanilarak
miktar tayini yapilmistir. Kalibrasyon ¢alismasinda 2 ile 150 pg/ml konsantrasyon araliginda
6 noktali olarak ¢alisiimis olup elde edilen dogru denklemi; y = 0.0525x-0.0041 (r* = 0.9996)
olarak bulunmustur. Metod validasyonunda dogruluk ve kesinlik ¢aligmalar1 10, 40 ve 100
ug/mL konsantrasyonlar kullanilarak yapilmis ve metodun uygun olduguna karar verilmistir

(12).

4.2. Bos Ve Siklosporin A Yiikli Lipozom-Kitosan Nanopartikiillerin (L-NP)
Karakterizasyonu (partikiil biiyiikliigii, zeta potansiyeli, polidispersite indeksi ve

yiikleme etkinligi)

Siklosporin A igeren lipozom-kitosan nanopartikiillerinin partikiil biiytikliigii, zeta potansiyel,

polidispersite indeksleri ve yiikleme etkinlikleri Tablo 1’°de belirtilmistir.

Tablo 1: Nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii, zeta potansiyel, polidispersite indeksleri ve

yiikleme etkinligi

Formiilasyon Partikiil Zeta Potansiyel Polidispersite Yiikleme
biiyiikliigii (um) (mV) Indeksi Etkinligi
(%)
L1 1.31 £0.070 8.10+0.191 0.593 £0.017
L2 1.45+0.106 11.7+3.66 0.580 £ 0.025
L-NP1 1.86 £0.615 13.5+2.69 0.476 +£0.105 43.0+£2.56
L-NP2 1.50 £0.169 15.8 £4.03 0.450 £0.123 40.5+3.47




4.3. In vitro Sahm Calismalar

Boliim 3.2.6’da belirtildigi sekilde 24 saat boyunca siklosporin A nanopartikiillerinin salim
calismalar1 yapilmis ve % kiimiilatif salinan siklosporin A miktar1 zamana kars1 grafige
gecirilmistir (Sekil 2). L-NP1 formiilasyonundan salinan siklosporin A miktar1 %33, L-NP2

formiilasyonundan salinan siklosporin A miktar1 %38 olarak bulunmustur.
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Sekil 2: Siklosporin A nanopartikiillerinden pH 7.4 fosfat tamponunda salim profili (n=3)



5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan literatiir arastirmalarinda siklosporin A’nin okiiler alanda kullanimi ile ilgili ¢ok
sayida ¢aligma yer almaktadir, ancak klasik yaklagimlarla siklosporin A’nin etkin sekilde
tasinmasit miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle nanopartikiiler ve vezikiiler ilag tasiyici
sistemler kullanilarak, okiiler biyoyararlaniminin artirilmasi saglanabilmektedir. Bu ¢caligmada
hedefledigimiz iizere hem nanopartikiiler hem de vezikiiler tastyici sistemlerin avantajlarinin
bir araya getirilerek siklosporin A’nin lipozom-kitosan nanopartikiil kompleksi elde edilmesi
hedeflenmis ve basariyla elde edilmistir. Literatlir taramas1 yapildiginda ise bu sekilde hem
nanopartikiil hem de vezikiiler tasiyici sistem lipozomlarin bir arada kullanildig1 bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

Bu calismada; amacimizda da belirttigimiz tlizere, goz damlalar1 hastanin uygulamasi
acisindan en elverisli ilag sekilleri olmasina karsin 6nemli biyoyararlanim problemleri ile
karsilasilmasi, géze damlatilan bir ¢ozeltinin gozyasiyla gdzden hizla uzaklagmasi nedeniyle
ancak %10’unun goz dokularindan gegebilmesi, istenen terapotik etkiyi saglamak amaciyla
uygulama sikligimin artirilmasi, hem goze uygulanan ila¢ konsantrasyonunun artmasi hem de
hasta uyuncunun azalmasi gibi problemleri beraberinde getirmesi nedeniyle ilag¢ tasiyici
sistemler tercih edilmektedir.

Karakterizasyon c¢aligsmalarina bakildiginda, L-NP kompleslerinin partikiil biiytikligi 1.5 pm
civarinda olup zeta potansiyelleri pozitif bulunmustur. Polimer olarak kitosanin kullanilmasi
da buna etkendir. Zeta potansiyelinin yiiksek olmasi formiilasyonun hiicre membraninin
negatif yiklii olmasi nedeniyle etkilesimini artiracaktir. Yapilan diger caligmalarda farkli
polimerler farkli oranlarda kullanilan polimer miktarlarina gore karakterizasyon calismalari
yapilmis ve amaca uygun olanlar tercih edilmistir (8).

Literatiirlere  bakildiginda kitosan kullanilarak  hazirlanan  siklosporin A yiikli
nanopartikiillerin zeta potansiyel degerleri +36 mV ve yiikleme etkinligi ise % 9.1 olarak
belirtilmistir. In vitro salim galismas1 pH 7.4 fosfat tamponunda yapilmis ve ilk 15 dakikada
% 62 salim gergeklesmis olup 24 saatin sonunda da degisiklik gozlenmemistir (9). Baska bir
calismada ise kitosan ile hazirlanan nanopartikiillerin ila¢ icerigi % 24.1 olarak
belirtilmistir(10). Bizim ¢alismamizda siklosporin A’nin hem nanopartikiil hem de vezikiiler
sistem lipozom kompleksi olusturularak daha uzun zamanda yavas salim saglanmis olup

amaca uygun formiilasyonlar hazirlandig: diisiiniilmektedir.



Ayrica salim siiresi uzatilarak formiilasyonlarin salabildigi maksimum miktarlar daha net
gozlenebilir.

Hazirlanan formiilasyonlar ile proje kapsaminda olmamasina ragmen mevcut hiicreler ile
formiilasyon etkinliginin belirlenmesi amagcl hiicre kiiltiiri ¢alismalar1 da devam etmektedir.
Sonug olarak lipozom-nanopartikiil kompleks formiilasyonlarinin karakterizasyon ¢alismalari,
elde edilen salim sonuglart siklosporin A etkin maddesinin amacina uygun sekilde ilag tastyici
sistemlere yiiklenebilecegini gostermektedir. Literatiirlere bakildiginda ise bu ¢alisma ilk

olacaktir.
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