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ÖZET 
 

Göze ilaç taşınmasındaki çalışmalar, korneadan ilaç penetrasyonun artırılması üzerine 

yoğunlaşmıştır. Bu konudaki çalışmalar, lipozom, biyoparçalanır nanopartiküller ve 

nanokapsüller gibi koloidal ilaç taşıyıcı sistemleri kapsamaktadır.  

Kitosan hem absorbsiyon yerinde kalış süresini artıran mukoadeziv özelliğe sahiptir, hem de 

peptid absorbsiyonunun artırılmasında kullanılan bir polimerdir. Kitosandan hazırlanan 

nanosistemler oküler mukozaya tutunarak korneanın tabakalarından ve konjunktivadan ilaç 

geçişini artırırlar.  

Bununla birlikte bir veya birden fazla fosfolipid tabakasına sahip lipozomların korneayı 

oluşturan lipofilik ve hidrofilik tabakalardan ilaç geçişini sağlayarak oküler biyoyararlanımı 

artırdığı gösterilmiştir. 

Diğer nanosistemlerle karşılaştırıldığında, kitosan nanopartiküllerin oküler retansiyonu 

artırdığı ve ilaçların korneadan geçişini artırdığı ortaya konmuştur. Kitosan nanopartiküller 

hücre canlılığına zarar vermeksizin, hücreler tarafından alınmaktadır. Diğer yandan 

lipozomlar da genellikler pozitif yüklü veziküllerdir ve korneal penetrasyonlarının iyi olduğu 

ortaya konmuştur.  

Bu çalışmada kitosan nanopartiküller ve lipozomlar kombine halde kullanılarak, sonuçta 

ortaya çıkan sistemin biyolojik yüzeyler ve hücre membranları ile etkileşimini artırmak ve 

sonuç olarak hedef dokuya ilaç taşınmasını sağlamak amaçlanmıştır. 

 

 

Anahtar kelimeler: Siklosporin A, nanopartikül, lipozom, kitosan 
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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. 
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1.GİRİŞ / AMAÇ VE KAPSAM 
 

Siklosporin A gözde keratokonjunktivit ve kuru göz hastalığı gibi çeşitli eksternal 

inflamatuvar/otoimmün göz hastalıklarının tedavisinde kullanılan peptid yapıda bir etkin 

maddedir. 

 

Göz damlaları hastanın uygulaması açısından en elverişli ilaç şekilleri olmasına karşın önemli 

biyoyararlanım problemleri ile karşılaşılır. Göze damlatılan bir çözeltinin ancak %10 u göz 

dokularından geçebilir. Bunun en önemli nedeni ilacın gözyaşıyla gözden hızla 

uzaklaştırılmasıdır. İstenen terapötik etkiyi sağlamak amacıyla uygulama sıklığının 

artırılması, hem göze uygulanan ilaç konsantrasyonunun artması hem de hasta uyuncunun 

azalması gibi problemleri beraberinde getirir. 

 

Bu çalışmanın amacı siklosporin A içeren kolloidal bir ilaç taşıyıcı sistem hazırlamak ve bu 

şekilde gözde kalış süresini uzatarak ve göz dokularından geçişini artırarak çeşitli göz 

hastalıklarının tedavisini sağlamaktır. 

 

Yapılan literatür araştırmalarında siklosporin A’nın oküler alanda kullanımı ile ilgili çok 

sayıda çalışma yer almaktadır, ancak klasik yaklaşımlarla siklosporin A’nın etkin şekilde 

taşınması mümkün olmamaktadır. Bu nedenle nanopartiküler ve veziküler ilaç taşıyıcı 

sistemler kullanılarak, oküler biyoyararlanmımın artırılması hedeflenmektedir. Mevcut 

durumda hem nanopartiküler hem de veziküler taşıyıcı sistmelerin avantajlarının bir araya 

getirilerek siklosporin A’nın lipozom-kitosan nanopartikül kompleksi içinde uygulandığı bir 

çalışma bulunmamaktadır.   
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2.GENEL BİLGİLER 

 
Kontrollü salım sistemleri, günümüzde birçok hastalığın tedavisinde başarı ile 

uygulanmaktadır. Nanopartiküler ve mikropartiküler ilaç taşıyıcı sistemler yaşam kalitesini 

artırmak, ilaç dozunu azaltmak, dozlama aralığını uzatmak ve yan ve zararlı etkilerden 

korumak amaçlı olarak kullanılmaktadır. 

 

Göze ilaç taşınmasındaki çalışmalar, korneadan ilaç penetrasyonun artırılması ve sonuçta 

çeşitli oküler sorunların daha etkin tedavisi üzerine yoğunlaşmıştır. Bu konudaki çalışmalar, 

lipozom, biyoparçalanır nanopartiküller ve nanokapsüller gibi koloidal ilaç taşıyıcı sistemleri 

kapsamaktadır. Bununla beraber bu sistemlerin göz mukozasındaki kısa kalış süresi göz 

dokularının tedavisine kısıtlama getirmektedir. 

 

Kitosan hem absorbsiyon yerinde kalış süresini artıran mukoadeziv özelliğe sahiptir, hem de 

peptid absorbsiyonunun artırılmasında kullanılmaktadır.  Kitosandan hazırlanan nanosistemler 

oküler mukozaya tututanarak korneanın tabakalarından ve konjunktivadan ilaç geçişini 

artırırlar.  

 

Bir veya birden fazla fosfolipid tabakasına sahip lipozomların korneayı oluşturan lipofilik ve 

hidrofilik tabakalardan ilaç geçişini sağlayarak oküler biyoyararlanımı artırdığı gösterilmiştir. 

Diğer nanosistemlerle karşılaştırıldığında, kitosan nanopartiküllerin oküler retansiyonu 

artırdığı ve ilaçların korneadan geçişini artırdığı ortaya konmuştur. Kitosan nanopartiküller 

Hücre canlılığına zarar vermeksizin, hücreler tarafından alınmaktadır. Diğer yandan 

lipozomlar da genellikler pozitif yüklü veziküllerdir ve tavşanlar üzerinde yapılan deneylerde 

korneal penetrasyonlarının iyi olduğu ortaya konmuştur.  

 

Bu çalışmada kurulan hipotez; kitosan nanopartiküller ve lipozomlar kombine halde 

kullanılarak, sonuçta ortaya çıkan sistemin biyolojik yüzeyler ve hücre membranlarıı ile 

etkileşimini artırmak ve sonuç olarak hedef dokuya ilaç taşınmasını sağlamaktır. 
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 
 

3.1 GEREÇ  

 

3.1.1 Kullanılan kimyasallar 

 

Fosfolipit (Dipalmitoil fosfatidil kolin) Sigma-ABD 

Fosfolipit (Distearoil fosfatidilkolin) Sigma-ABD 

Kolesterol Sigma-ABD 

Kitosan Sigma-ABD 

Tripolifosfat Sigma-ABD 

Asetonitril (HPLC Grade) Merck-Almanya 

Metanol (HPLC Grade) Merck-Almanya 

 

3.1.2 Kullanılan Aletler ve Malzemeler 

 

Yüksek Basınçlı sıvı Kromatografisi(HPLC) 

Hot plate-Isıtıcı 

Agilent 1200 

Heidolph 

Partikül büyüklüğü ölçüm aleti Malvern-Zeta Sizer 

Rotaevaporatör Heidolph 

Su banyosu Nüve 

Terazi Pioneer 

Ultrasonik banyo Wise Clean 

Vorteks WiseMix 

Zeta potansiyel ölçüm aleti Malvern-Zeta Sizer 

 

 

3.2 YÖNTEM 
 

3.2.1 Siklosporin A’nın HPLC ile miktar tayini 

Hazırlanan ilaç taşıyıcı sisteme yüklenen ve in vitro salım çalışmalarında salınan Siklosporin 

A miktarının belirlenmesi için yüksek basınçlı sıvı kromatografisinden (HPLC) 

yararlanılmıştır. Bunun için sabit faz olarak C18 kolon (5_μm, 4.6mm×200 mm)  ve hareketli 

faz olarak asetonitril:metanol:su (60:20:20) karışımı kullanılmış olup 205 nm dalga boyunda 

teşhis edilmiştir. Başlangıç olarak siklosporin A için kalibrasyon doğrusu elde edilmiş, daha 

sonra elde edilen numunelerde siklosporin A için miktar tayini gerçekleştirilmiştir. 
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3.2.2 Boş ve siklosporin A yüklü kitosan nanopartiküllerin hazırlanması 

Kitosan nanopartiküller iyonotropik jelasyon yöntemi ile hazırlanmıştır. Kitosan ve 

tripolifosfat (TPP) çözeltilerinin belirli koşullarda karıştırılmasıyla spontan olarak 

nanopartiküller oluşturulmuştur. 

 

3.2.3 Lipozom hazırlanması 

İnce tabaka hidrasyon metodu kullanılarak lipozomlar hazırlanmıştır. Bu metotta, fosfolipitler 

ve ilaç etkin maddesi çözücüde çözündükten sonra rotavapor ile çözücü uzaklaştırılarak 

tampon çözeltisi içerisinde bu ince tabakanın vortekslenmesi suretiyle lipozomlar elde 

edilmiştir. Lipozom eldesinde iki farklı fosfolipit; dipalmitoil fosfatidil kolin (DPPC) ve 

distearoil fosfatidilkolin (DSPC) ve kolesterol kullanılmıştır.  

 

3.2.4 Lipozom-kitosan nanopartikül kompleksi (L-NP) hazırlanması 

Lipozomlar, DPPC: Kolesterol (6:4) –L1- ve DSPC: Kolesterol (6:4) -L2- oranlarında 

fosfolipitlerin kullanılması sonrası nanopartikül süspansiyonu ile karıştırılmıştır.  Süspansiyon 

halde hazırlanan ilaç yüklü kitosan nanopartiküller L1 ve L2 lipozomları ile %5 trehaloz 

varlığında lipozom-kitosan nanopartikül kompleksi (L-NP1 ve L-NP2) dondurarak kurutma 

yöntemi ile elde edilmiştir. 

 

3.2.5 Fizikokimyasal karakteristiklerin (partikül büyüklüğü, zeta potansiyeli, yükleme 

etkinliği) belirlenmesi 

Hazırlanan nanopartiküllerin partikül büyüklüğü ve zeta potansiyel değerleri foton korelasyon 

spektroskopisi ve lazer dopler anemometri ile analiz edilmiştir. Yükleme etkinliği ise; yüklü 

nanopartiküllerin süspansiyonunun santrifüjlenmesi sonucu yüklü partiküller ayrılıp üstte 

kalan süpernatant kısmından serbest ilaç miktarı hesaplanmış ve toplam miktardan çıkarılarak 

elde edilen ilaç yüklü kısmın toplam nanopartikül ağırlığına bölünmesi ile hesaplanmıştır. 

 

3.2.6 Salım çalışmaları 

Etkin madde yüklü nanopartiküller ve nanopartikül-lipozom kompleksleri 37°C’de pH 7.4 

fosfat tamponu içerisinde 24 saat boyunca bekletilerek belirli zaman aralıklarıyla alınan 

örneklerin HPLC ile analiz edilmesi ve 24 saat boyunca salınan miktarlar belirlenmesi 

suretiyle yapılmıştır.  
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4. BULGULAR 

 

4.1. Siklosporin A’nın HPLC İle Miktar Tayini 

 

Bölüm 3.2.1’de belirtildiği üzere yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) kullanılarak 

miktar tayini yapılmıştır. Kalibrasyon çalışmasında 2 ile 150 µg/ml konsantrasyon aralığında 

6 noktalı olarak çalışılmış olup elde edilen doğru denklemi; y = 0.0525x-0.0041  (r
2
 = 0.9996) 

olarak bulunmuştur. Metod validasyonunda doğruluk ve kesinlik çalışmaları 10, 40 ve 100 

μg/mL konsantrasyonlar kullanılarak yapılmış ve metodun uygun olduğuna karar verilmiştir 

(11). 

 

 

4.2. Boş Ve Siklosporin A Yüklü Lipozom-Kitosan Nanopartiküllerin (L-NP) 

Karakterizasyonu (partikül büyüklüğü, zeta potansiyeli, polidispersite indeksi ve 

yükleme etkinliği) 

 

Siklosporin A içeren lipozom-kitosan nanopartiküllerinin partikül büyüklüğü, zeta potansiyel, 

polidispersite indeksleri ve yükleme etkinlikleri Tablo 1’de belirtilmiştir. 

 

Tablo 1: Nanopartiküllerin partikül büyüklüğü, zeta potansiyel, polidispersite indeksleri ve 

yükleme etkinliği 

 

Formülasyon Partikül 

büyüklüğü (µm) 

Zeta Potansiyel 

(mV) 

Polidispersite 

İndeksi 

Yükleme 

Etkinliği 

(%) 

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 
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4.3. İn vitro Salım Çalışmaları 

 

Bölüm 3.2.6’da belirtildiği şekilde 24 saat boyunca siklosporin A nanopartiküllerinin salım 

çalışmaları yapılmış ve % kümülatif salınan siklosporin A miktarı zamana karşı grafiğe 

geçirilmiştir (Şekil 2). L-NP1 formülasyonundan salınan siklosporin A miktarı %33, L-NP2 

formülasyonundan salınan siklosporin A miktarı %38 olarak bulunmuştur.  

 

 

Şekil 2: Siklosporin A nanopartiküllerinden pH 7.4 fosfat tamponunda salım profili (n=3) 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Yapılan literatür araştırmalarında siklosporin A’nın oküler alanda kullanımı ile ilgili çok 

sayıda çalışma yer almaktadır, ancak klasik yaklaşımlarla siklosporin A’nın etkin şekilde 

taşınması mümkün olmamaktadır. Bu nedenle nanopartiküler ve veziküler ilaç taşıyıcı 

sistemler kullanılarak, oküler biyoyararlanımının artırılması sağlanabilmektedir. Bu çalışmada 

hedeflediğimiz üzere hem nanopartiküler hem de veziküler taşıyıcı sistemlerin avantajlarının 

bir araya getirilerek siklosporin A’nın lipozom-kitosan nanopartikül kompleksi elde edilmesi 

hedeflenmiş ve başarıyla elde edilmiştir. Literatür taraması yapıldığında ise bu şekilde hem 

nanopartikül hem de veziküler taşıyıcı sistem lipozomların bir arada kullanıldığı bir çalışma 

bulunmamaktadır.  

Bu çalışmada; amacımızda da belirttiğimiz üzere, göz damlaları hastanın uygulaması 

açısından en elverişli ilaç şekilleri olmasına karşın önemli biyoyararlanım problemleri ile 

karşılaşılması, göze damlatılan bir çözeltinin gözyaşıyla gözden hızla uzaklaşması nedeniyle 

ancak %10’unun göz dokularından geçebilmesi, istenen terapötik etkiyi sağlamak amacıyla 

uygulama sıklığının artırılması, hem göze uygulanan ilaç konsantrasyonunun artması hem de 

hasta uyuncunun azalması gibi problemleri beraberinde getirmesi nedeniyle ilaç taşıyıcı 

sistemler tercih edilmektedir.  

Karakterizasyon çalışmalarına bakıldığında, L-NP kompleslerinin partikül büyüklüğü 1.5 µm 

civarında olup zeta potansiyelleri pozitif bulunmuştur. Polimer olarak kitosanın kullanılması 

da buna etkendir. Zeta potansiyelinin yüksek olması formülasyonun hücre membranının 

negatif yüklü olması nedeniyle etkileşimini artıracaktır. Yapılan diğer çalışmalarda farklı 

polimerler farklı oranlarda kullanılan polimer miktarlarına göre karakterizasyon çalışmaları 

yapılmış ve amaca uygun olanlar tercih edilmiştir (8).  

Literatürlere bakıldığında kitosan kullanılarak hazırlanan siklosporin A yüklü 

nanopartiküllerin zeta potansiyel değerleri +36 mV ve yükleme etkinliği ise % 9.1 olarak 

belirtilmiştir. İn vitro salım çalışması pH 7.4 fosfat tamponunda yapılmış ve ilk 15 dakikada 

% 62 salım gerçekleşmiş olup 24 saatin sonunda da değişiklik gözlenmemiştir (9). Başka bir 

çalışmada ise kitosan ile hazırlanan nanopartiküllerin ilaç içeriği % 24.1 olarak 

belirtilmiştir(10). Bizim çalışmamızda siklosporin A’nın hem nanopartikül hem de veziküler 

sistem lipozom kompleksi oluşturularak daha uzun zamanda yavaş salım sağlanmış olup 

amaca uygun formülasyonlar hazırlandığı düşünülmektedir.   
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Ayrıca salım süresi uzatılarak formülasyonların salabildiği maksimum miktarlar daha net 

gözlenebilir.  

Hazırlanan formülasyonlar ile proje kapsamında olmamasına rağmen mevcut hücreler ile 

formülasyon etkinliğinin belirlenmesi amaçlı hücre kültürü çalışmaları da devam etmektedir.  

Sonuç olarak lipozom-nanopartikül kompleks formülasyonlarının karakterizasyon çalışmaları, 

elde edilen salım sonuçları siklosporin A etkin maddesinin amacına uygun şekilde ilaç taşıyıcı 

sistemlere yüklenebileceğini göstermektedir. Literatürlere bakıldığında ise bu çalışma ilk 

olacaktır.  
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