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OZET
Doktora Tezi
SUDA COZUNEN NANOKITOSAN SENTEZI
Aylin GECER

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danigman: Prof.Dr. Ayla CALIMLI
Es Danigman: Prof.Dr. Belma TURAN

Bu doktora calismasinda biyobozunur bir polimer olan kitosandan suda c¢oziinen
nanokitosan sentezlenmis ve bu {iriin suda iyi ¢oziinmeyen bir ilag olan candesartan-
cilexetilin ¢Oziiniirliglinii artirmak i¢in incelenmistir. Calisma dort asamadan
olugsmustur. Birinci asamada suda ¢dziinen nanokitosan iyonik jellesme teknigi ile
sentezlenmis ve FTIR, TEM, DLS analizleri ile karakterize edilmistir. Suda ¢oziiniir
nanokitosanin ortalama pargacik boyutu 220 nm olarak saptanmustir.

Ikinci asamada yiiksek tansiyona karsi kullamlan candesartan-cilexetil ilac1 suda
¢Oziinen nanokitosana iki farkli yontemle (ultrasonik etki, iyonik jellesme) yiliklenmis
ve elde edilen ornekler FTIR, HPLC, AFM analizleri ile karakterize edilmistir.
Orneklerin ilag yiikleme etkinlikleri %66, boyutlar1 ise 37-76 nm araliginda
bulunmustur. Ultrasonik etki ydnteminin iyonik jellesme yontemine gore kiiciik
pargacik boyutu verdigi belirlenmistir.

Calismanin iiclincli asamasinda suda cok iyi ¢Ozlinen nanokitosanin suda iyi
coziinmeyen candesartan-cilexetil ilacinin ¢oziiniirliigline etkisi in vitro deneyler ile
incelenmistir. Suda ¢dzlinen nanokitosanin suda iyi ¢oziinmeyen candesartan-cilexetil
ilacinin ¢oziiniirligiini artirdig1 (yaklasik 400 kat) saptanmustir.

Dordiincii asamada ise suda ¢oziinen nanokitosanin kalp kasi hiicre canliligina etkisi
incelenmistir. Suda c¢oziinen nanokitosanin hiicrenin zamana bagli canliliginin
korunmasini olumlu etkiledigi belirlenmistir.

Bu doktora ¢aligmasinda sonug¢ olarak suda ¢ok iyi ¢Oziinen nanokitosanin suda iyi
coziinmeyen candesartan-cilexetil ilacinin biyoyararlanim (%15) ve tedavi edici
etkinliginin artmasinda Oonemli bir faktor olan ilag ¢Ozlinlirliigiinii arttirabildigi
belirlenmistir.

Ocak 2010, 108 sayfa

Anahtar Kelimeler: Suda ¢0zlinen nanokitosan, suda c¢dziinmeyen, candesartan-
cilexetil, candesartan, iyonik jellesme, ultrasonik etki



ABSTRACT
Ph.D. Thesis
SYNTHESIS OF WATER-SOLUBLE NANOCHITOSAN
Aylin GECER
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Department of Chemical Engineering

Supervisor: Prof.Dr. Ayla CALIMLI
Co-Supervisor: Prof.Dr. Belma TURAN

Water soluble nanochitosan was synthesized from a biodegredable polymer chitosan in
this Ph. D. Thesis. This product was examined to enhance the solubility of poorly water
soluble drug candesartan-cilexetil. The study was composed of four steps. Water
soluble nanochitosan was synthesized by ionic gellation technique and characterized by
FTIR, TEM, DLS analyses in the first step. The average particle size of water soluble
nanochitosan was determined as 220 nm.

In the second step, the drug candesartan-cilexetil used against hypertension was loaded
to water soluble nanochitosan by two different methods (ultrasonic effect, ionic
gellation) and obtained samples were characterized by FTIR, HPLC, AFM analyses.
The drug loading efficiencies and sizes of samples were found as 66% and in the range
of 37-76 nm respectively. Ultrasonic effect method gave a high drug loading efficiency
and small particle size compared to ionic gellation method.

The effect of nanochitosan very soluble in water to the solubility of poorly water
soluble drug candesartan-cilexetil was investigated by in vitro experiments in the third
step of the study. The water soluble nanochitosan increased the solubility of poorly
water soluble drug candesartan-cilexetil as approximately 400 times.

The effect of water soluble nanochitosan to the viability of cardiomyocytes was
examined in the fourth step. Water soluble nanochitosan affected the protection of
cardiomyocytes viability dependent to time positively.

In this Ph. D. study nanochitosan very soluble in water could enhanced the drug
solubility which is an important factor to increase the bioavailability (15%) and
therapeutic efficiency of poorly water soluble drug candesartan-cilexetil consequently.

January 2010, 108 pages

Key Words: Water soluble nanochitosan, water insoluble, candesartan-cilexetil,
candesartan, ionic gellation, ultrasonic effect
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Sizer cihazini kullanmama olanak saglayan degerli hocam Prof. Dr. Siilleyman Ali
TUNCEL’e (Hacettepe Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Kimya Miihendisligi),
omriim boyunca katkilarindan dolayr Dog. Dr. Aynur GECER BUYUKUTKU’ya
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1. GIRIS

Kitinin kismi deasetilasyonu ile elde edilen kitosan suda ¢6zlinmez, ancak seyreltik
asit ¢ozeltilerinde ¢oziiniir. Deasetilasyon islemi kitinin sodyum hidroksit ¢dzeltisi
(%40-%50) ile yiiksek sicaklikta (110-115°C) etkilestirilmesi ile gerceklestirilir
(Sekil 1.1). Kitosan biyouyumluluk ve biyobozunurluk gibi 6zelikleri nedeniyle tip

ve eczacilik alanlarinda yaygin bir sekilde kullanilir (Duman ve Senel 2004).

'F: ﬂ.. A =
“CHy ¢ 1CH3 !
Kitin
Deasetilasyon
oH oH OH
-
L]
NH2 NHz
Kitosan

Sekil 1.1 Kitinin deasetilasyonu ile kitosan sentezi



Kitosan ile hazirlanan kati dagilimlar suda iyi ¢Oziinmeyen ilaglarin ¢6ziiniirliik ve
biyoyararlanimlarini artirir (Portero vd. 1998). Suda ¢6ziinmeyen ilaglarin viicuda
verilmesinde kati dagilimin geleneksel tablet/kapsiillere istiinliigli Sekil 1.2°de
goriilmektedir. Suda ¢oziinmeyen ila¢ tablet/kapsiil seklinde verildiginde 5-100 pum
boyutunda biiyilkk kati pargaciklar olusur ve ¢Ozliinme hizlarn disiiktiir. Kati
dagilim/¢6zelti olarak verildiginde ise 1 pm’nin altinda kolloidal pargaciklar olusur ve

hizla ¢6ziiniir (Serajuddin 1999).

alanma

Viicut
Sistemlerine
Absorpsiyon

Sekil 1.2 Geleneksel tablet/kapsiil ve kat1 dagilimin suda iyi ¢dziinmeyen bir ilacin
coziiniirliigline etkisi (Serajuddin 1999)

Kati1 dagilimlar, kitosan ¢ozeltisi (Kitosan seyreltik asit ¢ozeltisinde ¢oziiliir) ve ilag
¢ozeltisinin (Ilag organik ¢dziiciide ¢dziiliir) karistirilip kurutulmasiyla hazirlanir. Kati
dagilimindaki asit kalintis1 nedeniyle ila¢ bozunur, aktifligini kaybeder ve kararlilig
azalir. Son yillarda suda ¢Oziiniir kitosan tiirevleri ile suda iyi ¢oziinmeyen ilaglarin
¢Oziiniirlik ve biyoyararlanimlar1 artirilarak bu problem asilmaya c¢alisilmaktadir

(Portero vd. 1998, Kim vd. 2006a).

Suda ¢oziiniir kitosan tlirevleri homojen faz reaksiyonu, molekiil agirligint azaltma ve

kimyasal modifikasyon yontemleri ile sentezlenmektedir (Chung vd. 2005). Homojen



faz reaksiyonu ile kitosanin deasetillenme derecesi degistirilmekte, kimyasal

modifikasyon yontemi ile ise kitosana hidrofilik grup eklenmektedir.

Trimetil kitosan, trietil kitosan, izobiitil kitosan, kitosanin monosakkarit ve dissakkarit
tiirevleri suda ¢oziiniir kitosan tiirevleridir (Sieval vd. 1998, Thanou vd. 2000, Yang vd.
2002, Avadi vd. 2003, Miao vd. 2006, Li vd. 2007). Trimetil kitosan kitosanin kismi
olarak kuaternize tiirevidir. Kitosanda asetil gruplar1 oldugu i¢in ve komsu kuaterner
amin gruplar1 tiizerine eklenen metil gruplarimin sterik etkisi nedeniyle kitosanin
tamamen kuaternizasyonu olanaksizdir. Trimetil kitosan sentezi kitosanin
metillenmesine dayanir. Metilleme niikleofilik siibstitiisyon ile gerceklestirilmektedir

(Mao vd. 2007).

Siireli yayinlarda suda ¢oziinilir kitosan tiirevlerinin suda iyi ¢oziinmeyen ilaglarin
¢oziinlirliik ve biyoyararlanimini artirdigi belirlenmistir (Portero vd. 1998, Kim vd.
2006a). Merisko-Liversidge vd. (2003) ise yaptiklar ¢alismada suda ¢oziinmeyen ilacin

boyutu azaldik¢a ¢oziiniirliik ve biyoyararlaniminin arttigini saptamistir.

Siireli yayinlarda suda iyi ¢oziinmeyen candesartan-cilexetil ilacinin suda ¢dziinen
nanokitosana yiiklendigi ve ¢Oziiniirliigiiniin artirllmasima yonelik bir calismaya
rastlanmamistir. Bu doktora calismasi; candesartan-cilexetil ilacinin nanokitosana

ylklenmesi ve ¢oziiniirliigiiniin arttiritlmasi konusunda ilk arastirmadir.

Candesartan-cilexetil (C33H34N¢Og, Ma=610.67 g/gmol) yiiksek tansiyon tedavisinde
yaygin olarak kullanilmakta ve mide bagirsak sisteminde hidrolize ugrayarak
candesartana (Cy4Hz0NgO3, Mpa=440.45 g/gmol) doniismektedir. Candesartan (AT1
reseptor blokorii) kan basincini diistliriir ve kalp krizi ve bobrek rahatsizligi gibi

hastaliklar1 dnler (http://www.rxlist.com/atacand-drug.htm).

Sekil 1.3’de kimyasal yapilar1 verilen candesartan-cilexetil siklohegzil karbonat esteri
candesartan ise karboksilik asittir ve tetrazol, bifenil, benzimidazol gruplarini

igermektedir. Candesartan-cilexetili ¢bzmek i¢in metanol, asetonitril ve DMSO



(Dimetil siilfoksit) gibi c¢oziiciiler kullanilmaktadir (Miyabashi vd. 1996, Stenhoff vd.
1999, Cagigal vd. 2001).
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Sekil.1.3 a. Candesartan-cilexetil, b. candesartanin kimyasal yapilari

Candesartan-cilexetil suda 1yi ¢ozlinmeyen 6zeligi nedeniyle diisiik biyoyararlanim

(% 15) gosterir (http://en.wikipedia.org/wiki/Candesartan). Candesartan-cilexetil
agizdan alindiktan sonra bagirsakta esterazlar tarafindan hidrolize ugrayarak aktif sekli
candesartana doniigiir. In vitro calismalarda ise candesartan-cilexetil aktif hale

gecemedigi icin dogrudan suda ¢oziinen candesartan kullanilir.

Candesartan-cilexetilin arap zamki ile slispansiyonu sicanlarda kan sekerini % 20
oraninda artirmistir. Bu nedenle arap zamki candesartan-cilexetil igin iyi bir tastyici

degildir (Turan 2002).

Bu doktora c¢alismasinda suda iyi ¢Oziinmeyen candesartan-cilexetil ilacinin suda

¢Oziinen nanokitosan ile ¢oziintirliigiiniin artirilmas1 amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Stireli yayinlarda metilleme adim sayisi, siiresi degistirilerek ve farkli baz kullanarak
trimetil kitosan sentezine yonelik caligmalar bulunmaktadir. Sieval vd. (1998), trimetil
kitosan1 adim sayisin1 degistirerek tek, iki, lic adimda metilleme ile sentezlemistir. Suda
¢ozlinilir trimetil kitosan sentezi i¢in en uygun yontemin iki adimli metilleme yontemi
oldugunu gostermistir. Kuartinizasyon derecesi tek adimli metilleme ile % 35, iki
adimli metilleme ile % 60, 3 adimli metilleme ile ise % 85 olarak belirlenmistir. Adim
sayis1 arttikca kuartinizasyon derecesinin artti§i saptanmistir (Snyman vd. 2002).
Metilleme siiresi 45 dk (Hamman vd. 2002), 75 dk (Thanou vd. 1999) ve 90 dk (Chen
vd. 2007) seklinde degistirilerek trimetil kitosan sentezlenmistir. Siire arttikca
kuartinizasyon derecesinin arttig1 belirlenmistir (Jintapattanakit vd. 2008). Trimetil
kitosanin sentezinde baz olarak sodyum hidroksit kullanildiginda adim sayis1 arttikca
kuartinizasyon derecesinin % 21°den %59’a artti§1 saptanmistir. Sodyum hidroksit
yerine dimetil amin piridin kullamildiginda ise adim sayis1 arttikga kuartinizasyon

derecesinin azaldig1 gosterilmistir (Hamman ve Kotze 2001).

Trimetil nanokitosanin sentezine yonelik siireli yayinlarda tripolifosfat anyonlar ile
katyonik trimetil kitosan iyonik ¢apraz baglanmigtir (Amidi vd. 2006, 2007, Chen vd.
2007). Ticari suda ¢oziiniir kitosan tiirevi ile de iyonik jellesme teknigi kullanarak suda

¢Oziiniir nanokitosan sentezlenmistir (Vila vd. 2004).

Siireli yayinlarda suda iyi ¢oziinmeyen ilaglarin polimerlere yiiklenmesinde genellikle
ultrasonik etki, ¢ozilicli buharlagtirma, diyaliz ve iyonik jellesme yOntemleri
kullanilmaktadir (Bodmeir and Paeratakul 1989, Lee vd. 2004, Yokoyoma vd. 2004,
Zhang vd. 2004, Francis vd. 2005, Kim vd. 2006, Satturwar vd. 2007, Yao vd. 2007).

Suda iyi ¢oziinmeyen ilaglarin kitosan ve suda ¢dziinen kitosan tiirevlerine yiiklendigi
az sayida ¢alisma (Portero vd. 1998, Kim vd. 2006a, b, Yao vd. 2007, Zhou vd. 2009)
vardir. Portero vd. (1998), ticari suda ¢Oziiniir kitosanin (kitosan glutamat) ve suda

coziinmeyen kitosanin (kitosan bazi) suda iyi ¢oziinmeyen nipedifin ilacinin (kas



kasilmasia kars1t kullanilir) ¢oziiniirliigline etkisini incelemistir. Bu amacla kitosan
glutamat ve kitosanla nipedifin ilacinin fiziksel karisimini, ezilmis karisimini,
yogrulmus karistmini ve kati dagilimini hazirlamistir. Kitosanla nipedifin ilacinin kati
dagiliminin hazirlanmasinda ¢6ziicii buharlastirma yontemi kullanilmistir. Bu yontemde
kitosan ¢ozeltisi ve ilag ¢ozeltisi karistirilip kurutulmaktadir.  Nipedifin ilacinin
¢Oziinlirliiglinii artirmada en basarili yOntemin ¢6ziici buharlastirma yontemi, en
basarisiz yontemin ise fiziksel karistirma oldugu saptanmistir. Kitosan glutamat

nifedifin ilacinin ¢oziiniirliiglinii kitosana gore daha ¢ok artirmistir.

Trimetil kitosanin suda iyi ¢oziinmeyen lipofilik siklosporin A (kalp transplantasyonu
sonras1 tedavide, behget hastalig1 tedavisinde kullanilir) ilacinin ¢dziiniirliigiine etkisi
arastirilmistir (Zhou vd. 2009). Bu amagla trimetil kitosanla siklosporin A ilacinin
fiziksel karisimi, ezilmis karigimi ve kati dagilimi hazirlanmistir. Kati dagilimin
hazirlanmasinda kullanilan ¢6ziicii buharlagtirma yontemi siklosporin A ilacinin

¢Oziinlirliiglinii diger yontemlere gore daha ¢ok artirmistir.

Ticari suda ¢oziiniir kitosanin suda iyi ¢éziinmeyen retinol ilacinin (deri hastaliklarinin
tedavisinde kullamlir) ¢oziiniirliigiine etkisi incelenmistir (Kim vd. 2006a). ilag ¢zeltisi
suda c¢oziiniir kitosan ¢ozeltisine ultrasonik etki ile damlatilarak retinol ilaci suda
¢cOziinlir kitosana yiiklenmistir. Polimer: ilag (w/w) karistm oraninin retinol ilacinin
¢Oziiniirliigiine etkisi UV analizi ile incelenmis ve ticari suda ¢oziiniir kitosanin retinol

ilacinin ¢oziintirliigiinii sudaki ¢oziintirliigiine gore 1600 kat artirdig1 saptanmustir.

Kim vd. (2006b) yaptiklar1 baska bir calismada suda iyi ¢oziinmeyen bir ilag olan
retinoik asiti (deri hastaliklarinin tedavisinde kullanilir) ticari suda ¢oziiniir kitosana
(diisiik molekiil agirlikly) ultrasonik etki yontemi ile yiiklemis ytlikleme etkinligini % 90
olarak belirlemistir. Yao vd. (2007) ise suda iyi ¢ézlinmeyen paclitaxel ilacim (kanser
tedavisinde kulanilir) polietilen glikol oktil siilfat kitosana diyaliz yontemi ile yliklemis

ve ylikleme etkinligini %70-85 araliginda saptamistir.



Suda 1yi ¢oziinmeyen candesartan-cilexetil ve aktif sekli suda ¢dziinen candesartanin
kitosan ve suda ¢Oziinen nanokitosana yliklendigi bir calismaya siireli yayinlarda
rastlanmamustir. Satturwar vd. (2007), candesartan-cilexetili polietilen glikol A-B blok
kopolimerine diyaliz ve ¢oziicli buharlastirma yontemleri ile yiiklemis (A, B: t-butil
metakrilat, izo-butil akrilat, n-butil akrilat, propil metakrilat) ve yiikleme etkinligini %

60-90 araliginda saptamustir.

Siireli yayinlarda trimetil nanokitosan ve trimetil kitosanin hiicre canliligina etkisi
incelenmistir (Kean vd. 2005, Amidi vd. 2006, Sayin vd. 2008). Trimetil kitosan kiiltiir
hiicresi (maymun bdbrek fibroblasti, COS-7) ile 6 h siire ile etkilestirilmistir (Kean vd.
2005). Trimetil kitosan derisimi (0.1-1000pug/ml) arttikca hiicre canliliginin azaldig

belirlenmistir.

Trimetil nanokitosan kiiltiir hiicresi (Calu-3) ile etkilestirilmis ve nanokitosanin hiicre
canliligini olumlu etkiledigi gosterilmistir. Sican burun epitel hiicreleri FITC albumin
yiikli trimetil nanokitosan ile inkiibe edilip konfokal mikroskobu ile gozlendiginde
151kl hiicreler saptanirken FITC albiimin ¢o6zeltisi ile inkiibe edildiginde 1s1k
goriilmemistir. FITC alblimin yiiklii trimetil nanokitosan sican burun epitel hiicreleri

tarafindan alinmistir (Amidi vd. 2006).

Trimetil kitosan ve karboksi metil kitosanin hiicre (sigan yumurtalik hiicresi)
canliligima etkisi incelenmistir (Saym vd. 2008). Karboksi metil kitosanin hiicre

canliligini olumlu trimetil kitosanin ise olumsuz etkiledigi saptanmustir.

Trimetil kitosan ¢ok sayida calismada peptidler gibi diisiik oral biyoyararlanimi olan
hidrofilik ilaglarin emilimini artirmak i¢in kullanilmistir (Thanou vd. 2000a, b, 2001,
Plessis vd. 2010). Trimetil kitosanin bagirsak epitelinden emilimi sinirlt olan octreotid
peptidi (bagirsak tiimor tedavisinde kullanilir) ile karigimu kiiltiir hiicresi (Caco-2) ile
etkilestirilmistir. Trimetil kitosan varliginda bagirsak epitelinden octreotid emiliminin

artt1ig1 belirlenmistir (Thanou vd. 2000a).



Buserilin peptidi trimetil kitosan ¢ozeltisi ile karistirilarak sicana verildiginde peptid

ilacinin biyoyararlaniminin arttig1 saptanmistir (Thanou vd. 2000b).

Biyoyararlanim degeri diisiik sa/mon kalsitonin peptidi trimetil kitosan ile sicanlara
burundan verildiginde salmon kalsitoninin maksimum plazma derisiminin 6 kat artti1
bulunmus ve trimetil kitosanin peptidin biyoyararlanimini artirdigi saptanmustir (Plessis

vd. 2010).

Suda ¢oziiniir kitosan tiirevlerinden oktil orto siilfat kitosan ile yapilan bir calismada
kanser tedavisinde kullanilan suda iyi ¢oziinmeyen paclitaxel ilacinin yan etkilerini
azaltmak amaciyla paclitaxel yiiklii oktil orto siilfat kitosan miseli hazirlanmistir (Zhang
vd. 2008). Paclitaxel yiiklii misel tiimore kars1 paclitaxele esdeger bir etki gostermistir.
Ilag yiiklii misel ile ilaca gére daha diisiik bir plazma alam (3.6 kat daha az) bulunmus

ve miselin ilacin biyoyararlanimini artirdig belirlenmistir.

Bu doktora calismasinda siireli yayin bilgileri degerlendirilerek trimetil kitosan iki
adimli metilleme yontemi (Sieval vd. 1998) ile trimetil nanokitosan ise iyonik jellesme
teknigi (Amidi vd. 2006) ile sentezlenmis ve FTIR, NMR, SEM, TEM, DLS (Dynamic
Light Scattering) analizleri ile karakterize edilmistir. Trimetil kitosan ve trimetil

nanokitosanin kimyasal yapilar1 sirasiyla Sekil 2.1 ve Sekil 2.2°de verilmistir.
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N(CH3),dn
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Sekil 2.1 Trimetil kitosanin kimyasal yapis1 (Ding vd. 2006)



MHCHyly

H N (CHl;
o
E—0—i—o
Y
o

H—D —1/=u
i
H—n —j:u
y
-

H MHICH)

M CH4

Sekil 2.2 Trimetil nanokitosanin kimyasal yapisi

Ikinci asamada trimetil kitosan ve trimetil nanokitosana suda iyi ¢oziinmeyen
candesartan-cilexetil ilact ve karsilastirma amaciyla suda c¢oziinen candesartan
(candesartan-cilexetilin aktif formu) iki farkli teknik ile (ultrasonik etki ve iyonik
jellesme) yiiklenmistir. Candesartan-cilexetil yiikli O6rnekler ve candesartan yukli

ornekler HPLC, FTIR ve AFM analizleri ile karakterize edilmistir.

Calismanin {igiincii asamasinda trimetil kitosan, trimetil nanokitosan, arap zamki ve
ticari suda ¢Oziinlir kitosanin suda iyi ¢oOziinmeyen candesartan-cilexetil ilacinin

¢Oziiniirliigline etkisi in vitro ¢dziiniirliik deneyleri ile arastirilmistir.

Doérdiincii  asamada trimetil nanokitosanin kalp kasit hiicre canliligina etkisi
incelenmistir. Deneyler arap zamki ile tekrarlanmis ve sonuglar trimetil nanokitosan ile

edilen sonuglar ile karsilastirilmistir.



Calismanin son asamasinda trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanin hiicreye (memeli
fibroblast, LTKS) fura boyasinin girisine etkisi floresan spektrofotometre analizi ile

incelenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu doktora c¢alismasinda, suda iyi ¢Oziinen nanokitosan (trimetil nanokitosan)
sentezlenmis ve suda iyi ¢oziinmeyen candesartan-cilexetilin ¢ozliniirliiglinii artirmak
icin incelenmistir. Candesartan-cilexetilin suda ¢oziinen sekli olan candesartan ise

karsilagtirma amaciyla kullanilmistir.

3.1 Materyal

% 91 deasetilasyon derecesinde, 154 mikron biiyiikliigiinde kitosan (Chitoclear marka-
Primex-izlanda) trimetil kitosan sentezi igin kullanilmistir. % 99.9 saflikta candesartan-
cilexetil ve bunun suda ¢dziinen sekli olan candesartan (Astra Zeneca-isveg) yiiklemesi
gergeklestirilmistir. Trimetil kitosan ile karsilastirma amaciyla kullanilan ticari suda
¢Oziiniir kitosan tiirevi kitosanin HCI tuzudur (Protasan UP CL 214 marka-Novamatrix-
Norveg). Ticari suda c¢oziiniir kitosanin deasetilasyon derecesi % 90’dan biiyiik,
ortalama molekiil agirligi 1500-400 kDa, viskozitesi 20-200 mPas’dir. Candesartan-
cilexetilin Onceki uygulamalarinda kullanilan arap zamki karsilastirma amaciyla
kullanilmigtir. Arap zamki (Riedel, 37AB3915) akasya agaclarindan elde edilen suda
¢Oziintirligl (% 50) oldukca yiiksek olan dallanmis bir polimerdir.

3.2 Yontem

Yontem suda ¢oziinen nanokitosanin sentez ve karakterizasyonu, ilag yiikleme ve ilag
yikli orneklerin karakterizasyonu, nanokitosanin ilag ¢oziinilirliigiine etkisinin
saptanmasi, nanokitosanin hiicre canliligina etkisinin belirlenmesi, nanokitosanin

hiicreye fura boyasinin girisine etkisinin incelenmesi agsamalarindan olusmaktadir.
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3.2.1 Suda ¢oziinen nanokitosanin sentezi ve karakterizasyonu

Suda c¢oziinen nanokitosan sentezi iki asamada gercgeklestirilmistir. Birinci asamada
kitosandan iki adimli metilleme (Sieval vd. 1998) yontemi ile suda ¢oziiniir kitosan
(trimetil kitosan) sentezlenmistir. ikinci asamada ise suda ¢oziiniir kitosandan iyonik
jellesme (Amidi vd. 2006) teknigi ile suda ¢oziinen nanokitosan (trimetil nanokitosan)
hazirlanmistir. Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosan FTIR, NMR, SEM, TEM ve

DLS analizleri ile karakterize edilmistir.

3.2.1.1 Suda ¢oziinen nanokitosanin sentezi

3.2.1.1.1 Trimetil kitosanin (TMC) sentezi

Ticari suda ¢Oziiniir kitosanin (10 g’1 600 §) fiyat1 olduk¢a pahali oldugu igin trimetil
kitosan sentezlenmistir. Trimetil kitosan Sieval vd. (1998)’in yOntemine gore
sentezlenmistir. Deney sistemi Sekil 3.1°de goriilmektedir. 2 g kitosan, 4.8 g sodyum
iyodiir, 80 ml 1-metil-2-pirolidon {i¢ agizli balona konulmustur. Balonun agizlarina
liebig yogusturucusu ve termometre yerlestirilmistir. 11 ml %15 sodyum hidroksit
cozeltisi ve 11.5 ml metil iyodiir eklenmistir. Balon sabit sicaklikta su banyosuna
yerlestirilerek karisim 60°C’de 1 saat siireyle karistirilmugstir. Uriin 12 dk siireyle
etanolle ¢oktiirlilerek santrifiijle ayrilmistir. 1. adimdan elde edilen iirtin 80 ml 1-metil-
2-pirolidonda ¢oziilerek 60°C’ye 1sitilmustir. 4.8 g sodyum iyodiir, 11 ml % 15 sodyum
hidroksit ¢ozeltisi ve 7 ml metil iyodiir eklenerek karisim hizla karistirllmistir. 30
dakika siireyle karisim 60°C’de 1sitilmustir. 2 ml metil iyodiir ve 0.6 g sodyum hidroksit
pelleti eklenmistir. 1 saat siireyle 60°C’de karistirarak 1sitma siirdiiriilmiistiir. Uriin 12
dk stireyle etanolle ¢oktiiriilerek santrifijjle ayrilmis ve 40 ml %10 sodyum kloriir
cozeltisinde ¢oziilerek trimetil kitosan iyodiirdeki iyodiir ile sodyum kloriirdeki kloriir
yer degistirmistir. Trimetil kitosan kloriir 12 dk siireyle etanolle ¢oktiiriilerek santrifiijle

ayrilmustir. Trimetil kitosan kloriir 40°C’de vakumda kurutulmustur (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Trimetil kitosan sentez asamalar1 (Sieval vd. 1998)

13



Trimetil kitosan sentez mekanizmasi Sekil 3.3’de goriilmektedir. Kitosanin sodyum
hidroksit bazi1 varhiginda 60°C’de metil iyodiir ile metillenmesi ile olusan trimetil
kitosan iyodiir, sodyum kloriir ¢ozeltisi ile etkilestirilerek trimetil kitosan kloriir elde
edilir. Kitosandaki primer amin gruplart metil gruplari ile hidrojen atomlarmin yer
degisimi ile kuaterner amin gruplarina doniislir. Bu ¢alismada %91 deasetilasyon
derecesinde kitosan kullanilmistir. Kitosanin ikinci karbon atomuna bagli olan asetamid
grubundaki R fonksiyonel grubunun % 91’ini hidrojen atomlari, % 9’unu ise asetil

gruplart olugturmaktadir (Hamman ve Kotze 2001).

Trimetil kitosan klorir

Sekil 3.3 Trimetil kitosan sentez mekanizmasi

3.2.1.1.2 Trimetil nanokitosan sentezi

Trimetil nanokitosan Amidi vd. (2006)’nin yontemine gore sentezlenmistir. 10 mg
trimetil kitosan kloriir 5 ml suda ¢6ziilmiis ve 0.05 ml Tween 80 eklenmistir ( pH: 6). 1
mg/ml derisiminde 1.8 ml tripolifosfat ¢ozeltisi hazirlanmis ve pH’1 8 olarak

Olclilmiigtiir. Trimetil kitosan klorlir ¢ozeltisi ortam sicakliginda karistirilarak
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tripolifosfat ¢ozeltisi yavagca damla damla eklenmis ve pH 7 olarak Olgiilmiistiir.

Trimetil nanokitosan vakumda kurutulmustur (Sekil 3.4).

-~ T
A 4
pHE [SS-SS| T
== v Tween B0
Tripolifosfat péz ::
o
. 4
: < H . - [ ] L ]
Trimetil kitozsan géz ‘. *:_'_' __.___K___:_ -_!___} - Kirubna
se¥, 000 0o >
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pH & l

Trimetil nanokitosan
Sekil 3.4 Trimetil nanokitosanin sentez asamalari

3.2.1.2 Suda ¢oziinen nanokitosanin karakterizasyonu

3.2.1.2.1 FTIR analizi

3 mg kitosan/trimetil kitosan/trimetil nanokitosan ve 150 mg KBr ile pelletler
hazirlanmis ve Schimadzu 8400S markali cihazda analiz edilmistir. FTIR analizi

boliimiimiizdeki Nanoteknoloji Laboratuvarinda yapilmustir.

15



3.2.1.2.2 NMR analizi

'H NMR’lar kitosan icin D,O/HCI’de (100:1 v/v) ve trimetil kitosan icin D,O’da (10
g/L) 80°C’de 400 MHz Bruker DPX-400, Yiiksek Performans Dijital FT-NMR
spektrometre kullanilarak TUBITAK ATAL’da yapilmistir.

3.2.1.2.3 SEM analizi

Kitosan ve trimetil kitosan altinla kaplanarak SEM goriintiileri ¢ekilmistir. SEM analizi
Quanta 400F Field Emission Taramali Elektron Mikroskobunda ODTU Merkez Lab’da
yapilmigtir.

3.2.1.2.4 TEM analizi

1 mg trimetil nanokitosanin 3 ml etanolde siispansiyonu hazirlanarak 2 dk siireyle
ultrasonik banyoya tutulmustur. Mikrogrid tizerine karbon film yerlestirilerek 1-2 damla
siispansiyon damlatilmis ve kuruduktan sonra analiz edilmistir. Ornegin 17 farkli
yerinden goriintiiler alinmistir. Her bir fotograftaki tiim tanecikler sayilmis ve caplari
ayri ayr1 kaydedilmistir. Tanecik sayist ve c¢ap degerleri kullanilarak trimetil
nanokitosanin boyut dagilimi cikarilmistir. TEM analizi FEI Tecnai G2 Gegirmeli
Elektron Mikroskobunda Ankara Universitesi Niikleer Arastirma Merkezi Elektron

Mikroskop biriminde yapilmistir.

3.2.1.2.5 DLS analizi

Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanin etanolde ve 5 mM derisimdeki HEPES (N-(2-
Hidroksietil) piperazin-N-(2-etan siilfonik asit) tampon ¢0Ozeltisinde (pH:7.4)
siispansiyonlar1 ve suda ¢ozeltileri hazirlanarak DLS analizleri yapilmistir. Trimetil
kitosan ve trimetil nanokitosanin dagilmalarini saglamak amaciyla ultrasonik prob ve

ultrasonik banyo ile ses etkisi verilmistir. Taneciklerin biiyiiklik dagilimlarini
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belirlemek icin Zeta Sizer (MALVERN Zetasizer Nano Series Nano-S) cihazi
kullamilmistir. DLS analizleri Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi Boliimiinde

yapilmistir.

3.2.2 ilag yiikleme ve ilag yiiklii 6rneklerin karakterizasyonu

3.2.2.1 Ilag yiikleme

Suda 1iyi ¢oziinmeyen candesartan-cilexetil ve Kkarsilastirma amaciyla candesartan-
cilexetilin aktif sekli olan candesartan suda ¢ok iyi ¢Ozlinen nanokitosana iki farkl

yontemle (ultrasonik etki, iyonik jellesme) yiiklenmistir.

3.2.2.1.1 Ultrasonik etki yontemi

Candesartan-cilexetil ve karsilastirma amaciyla candesartan trimetil nanokitosana Kim
vd. 2006’in yontemine (Sekil 3.5) ve Satturwar vd. 2007°1n candesartan-cilexetili
yiiklemede kullandig1 miktarlara gore yiiklenmistir. Candesartan-cilexetil yiiklii trimetil
nanokitosan orneklerinin hazirlanmasinda trimetil kitosan ya da trimetil nanokitosan (5
mg) suda (5 ml), candesartan-cilexetil ilac1 (1 mg) ise DMSO’da (200 ul) ¢oziilmiistiir.
Ilag ¢ozeltisi trimetil kitosan ya da trimetil nanokitosan ¢ozeltisine bir buz banyosu
tizerinde ultrasonik etki ile damlatilmis, karisim vakum etiiviinde diisiik basingta
kurutularak DMSO ve su buharlastirilmistir.  Yiikleme islemi candesartan ile

tekrarlanmugtir.
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Sekil 3.5 Ultrasonik etki ile ilag yiikleme

3.2.2.1.2 iyonik jellesme yontemi

Candesartan-cilexetil ve karsilagtirma amaciyla candesartan trimetil nanokitosana
Amidi vd. 2006’nin yontemine (Sekil 3.6) ve Satturwar vd. 2007’1n candesartan-
cilexetili yiklemede kullandigi miktarlara gore yiiklenmistir. Candesartan-cilexetil
yiiklii trimetil nanokitosan drneklerinin hazirlanmasinda trimetil kitosan (5 mg) suda (5
ml), candesartan-cilexetil (1 mg) ise DMSO’da (200 ul) ¢dziilmiistiir. Ilag ¢ozeltisi
trimetil kitosan c¢ozeltisine karistirilarak damlatilmig, agregasyonu onlemek amaciyla
0,05 ml Tween 80 eklenmistir. Karistm 0,9 ml 1 mg/ml tripolifosfat ¢6zeltisi ile iyonik
capraz baglanmis, vakum etiiviinde diisiik basingta kurutularak DMSO ve su

buharlastirilmistir. Yiikleme islemi candesartan ile tekrarlanmistir.
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Sekil 3.6 Iyonik jellesme yontemi ile ilag yiikleme

3.2.2.2 ilac yiiklii 6rneklerin karakterizasyonu

llag (candesartan-cilexetil) yiiklii 6rneklerin HPLC analizi ile yiikleme etkinlikleri,
AFM analizi ile tane boyutlar1 belirlenmistir. FTIR analizi ile ise ilag ve polimer

arasindaki etkilesimler arastirilmistir.

3.2.2.2.1 HPLC analizi

Siireli yayinlarda candesartan-cilexetilin HPLC kromatogrami bulunmaktadir; ancak
candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosanin ya da herhangi bir kitosan tiirevinin
HPLC kromatogramina rastlanmamistir. Subba Rao vd. 2007 nun ve Qutab vd. 2007 1n
candesartan-cilexetil igin gelistirdikleri HPLC y&ntemlerine dayanarak TUBITAK
ATAL’la birlikte ila¢ (candesartan-cilexetil) yiiklii 6rneklerin analizi i¢in bir HPLC

metodu gelistirilmistir. HPLC analiz kosullar1 agsagida verilmistir.

Kolon tipi: Waters pBondapak marka CN RP 125A
Kolon dolgu maddesi ¢ap1:10 um
Kolon ¢ap ve uzunlugu: 3.9x150 mm

Kolon 6zeligi: Siyano (CN) fonksiyonel gruplarina sahip
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Hareketli faz: 20 mM derisimdeki sodyum dihidrojen fosfat monohidrat tampon
coOzeltisinin pH’1 trifloroasetik asitle 3’e ayarlandi. 500 ml tampon ¢o6zeltisi ve 500 ml
asetonitril ¢oziiciisii karistirildi.

Hareketli fazin akis hizi: 1 mL/dk

Sicaklik: 27°C

Dedektor: UV

Candesartan-cilexetil dalga boyu: 210 nm

Enjeksiyon Hacmi: 10 pL

Cihaz: AGILENT 1100 series LC

3.2.2.2.2 FTIR analizi

3 mg ilag yiiklii 6rnek ya da ilag ve 150 mg KBr ile pelletler hazirlanmis ve Schimadzu
8400S markali cihazda analiz edilmistir. FTIR analizi boliimiimiizdeki Nanoteknoloji

Laboratuvarinda yapilmustir.

3.2.2.2.3 AFM analizi

Ilag yiiklii 6rneklerin atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile yiizey karakterizasyonlari

yapilmustir. Bunun icin NTMDT Solver Pro Atomik Kuvvet Mikroskobu kullanilmstir.

3.2.3 Nanokitosanin ilac Coziiniirligiine Etkisinin Belirlenmesi

Suda ¢Oziinen nanokitosanin suda iyl ¢Oziinmeyen candesartan-cilexetilin
¢Oziiniirliigiine etkisi 2 farkli in vitro ¢oziiniirliikk deneyi ile incelenmistir. 1. deneyde
trimetil nanokitosan ¢ozeltisi ve ilag (candesartan-cilexetil) ¢ozeltisi 37°C’de 1-3 giin
stireyle karistirilmis, elde edilen siiziinti UV ile analiz edilmistir. II. deneyde ilag
trimetil nanokitosana ultrasonik etki yontemi ile yiiklenmis ve ila¢ yiiklii 6rnekler

HPLC ile analiz edilmistir. Her iki ¢oziiniirliik deneyi trimetil kitosan, arap zamki ve
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ticari suda c¢Oziiniir kitosan ile tekrarlanmis ve sonuclar trimetil nanokitosan ile

karsilastirilmustir.

3.2.3.1 Nanokitosanin ila¢ ¢oziiniirliigiine etkisinin UV ile belirlenmesi

I. deney Kim vd. 2006’in yontemine gore gergeklestirilmistir (Sekil 3.7). Trimetil
nanokitosan (0, 20, 40, 60, 80 mg) suda (10 ml), candesartan-cilexetil (1 mg) ise
metanolde (1 ml) ¢dziilmiistiir. Ilag ¢ozeltisi ve trimetil nanokitosan ¢dzeltisi 37°C’de 1
ve 3 giin siire ile karistirilmis ve siiziilerek (Stizme islemi Whatman No 2 kodlu slizgeg
kagidi ile siizme diizeneginde gergeklestirildi.) ilacin ¢déziinmeyen kismi ayrilmistir.

Stizlinti UV analizi i¢in saklanmustir.

UV analizleri candesartan-cilexetilin 400 nm’den kiiciik dalga boyu nedeniyle kuvars
kiivet ile gerceklestirilmistir. ila¢ ve trimetil kitosanin stok ¢dzeltileri hazirlanmus,
spektrumlar1 alinmis, en yiiksek absorbans verdigi dalga boylar1 saptanmis, kalibrasyon

dogrular ¢izilmis ve siiziintii UV ile analiz edilmistir.

0,03 mg/ml derisiminde ilag stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok ¢ozelti metanolle 6, 7.5,
10, 15, 30 kez seyreltilerek farkli derisimlerde (0,005, 0,004, 0,003, 0,002, 0,001
mg/ml) ilag ¢ozeltileri hazirlanmustir. Tlacin spektrumu metanol referansi ile alinmis ve
en yliksek absorbansin okundugu dalga boyu 203,5 nm olarak saptanmistir. En yiiksek
derisimden baslamak iizere hazirlanan ilag ¢oOzeltilerinin absorbans degerleri
okunmustur. Derisim degerlerine karsilik absorbans degerleri grafige gegirilerek ilacin

kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir.

2 mg/ml derisiminde trimetil kitosan stok ¢d6zeltisi hazirlanmis ve 6 kez su ile
seyreltilmigtir. Trimetil kitosanin suda spektrumu alinmis ve en yiiksek absorbansin

okundugu dalga boyu 226,5 nm olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.7 Coziintirliigiin UV ile saptanmast

UV analizi i¢in saklanan siizlintii trimetil nanokitosan, ¢oziinen candesartan-cilexetil, su
ve metanol igermektedir. Siiziintii su ve metanol karisimini igerdiginden UV analizinde
referans olarak su, metanol, su-metanol (su:metanol=10:1) karisimi denenmistir.
Stiziintli her bir referansla dogrudan analizlenmis, ¢ok yiiksek absorbans degerleri
okunmasi nedeniyle siiziintiiyti UV ile analizlemeden Once seyreltmek gerekmistir.
Metanoliin referans oldugu durumda siiziintii metanolle seyreltilmis ve ilag piki
gbzlenmistir. Suyun referans oldugu durumda siiziintii su ile, su-metanol karigiminin
referans oldugu durumda ise siizlintii su-metanol karisimi ile seyreltilmis ve ilag piki
gbzlenmemistir. Bu nedenle siiziintii metanolle seyreltilmis (40 kez) ve metanol referans

olarak kullanilmustir.

UV spektrofotometre ile absorbans degerleri 202.5 nm’de odlgiilmiistiir.  Olgiilen
absorbans degerlerinden ilacin kalibrasyon dogrusu yardimiyla ¢oziiniirliik degerlerine
gecilmis, sonuglar 40 ile ¢arpilarak siiziintiideki ilacin ¢oziiniirligli bulunmustur. Bu

deger ilacin sudaki ¢oziiniirlik degerine boliinerek trimetil nanokitosanin candesartan-
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cilexetilin sudaki ¢oziinirligiine etkisi degerlendirilmistir. Her bir ¢6ziiniirliik
deneyinde ila¢ miktar1 sabit (1 mg) tutulmus, trimetil nanokitosan miktar1 (0, 20, 40, 60,

80 mg) ise artirilmastir.

Trimetil nanokitosan yerine sirastyla trimetil kitosan, arap zamki ve ticari suda ¢oziiniir
kitosan kullanarak deney tekrarlanmig ve bulgular trimetil nanokitosan ile elde edilen

sonugclarla karsilastirilmistir.

3.2.3.2 Nanokitosanin ila¢ ¢oziiniirliigiine etkisinin HPLC ile belirlenmesi

II. deney candesartan-cilexetilin trimetil nanokitosana ultrasonik etki ile yiiklenmesi ve

HPLC ile analiz edilmesi ile gerceklestirilmistir.

Candesartan-cilexetil ~ trimetil nanokitosana ultrasonik etki yOntemine gore
yiliklenmistir. Trimetil nanokitosan (0, 20, 40, 60, 80 mg) suda (10 ml), candesartan-
cilexetil (2 mg) ise metanolde (1 ml) ¢oziilmiistiir. ilag ¢ozeltisi trimetil nanokitosan
¢Ozeltisine bir buz banyosu iizerinde ultrasonik etki ile damlatilmig, karisim vakum

etiiviinde diisiik basingta kurutularak metanol ve su buharlastirilmistir.

Candesartan-cilexetil trimetil kitosan, arap zamki ve ticari suda ¢oziiniir kitosana
(Kitosanin HCI tuzu) aym ydntemle yiiklenmistir. Ilag yiiklii trimetil kitosan, trimetil
nanokitosan, arap zamki ve ticari suda ¢oziinlir kitosan ornekleri HPLC analizi igin

saklanmigtir. Hazirlanan 6rneklerin ilag yiikleme oranlar Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Hazirlanan 6rneklerin ilag yiikleme oranlari

Kitosan/ilag Yiikleme Orani=Ilag/kitosan
agirlik orani(mg/mg) agirlik oran1 (mg/mg)
20/2 0,100
40/2 0,050
60/2 0,033
80/2 0,025

Trimetil nanokitosan ve ilag yiiklii trimetil nanokitosan 6rnekleri (ila¢ miktari; (2 mg)
sabit ve trimetil nanokitosan miktar1 (0, 20, 40, 60, 80 mg) degisken) suda ¢oziilmiis ve
orneklerin kromatogramlart alinmistir. Her bir Ornek i¢in ilaca ait alan degeri
kromatogramdan okunmus ve trimetil nanokitosan miktarinin ilaca ait alan degerine
etkisi degerlendirilmistir. Her bir 6rnegin ilaca ait alan degerleri ilacin alan degerine
boliinerek ilacin sudaki ¢oziiniirliigiine gore ¢oziliniirlikk artis degeri hesaplanmistir.
Karsilagtirma amaciyla ilag yiiklii trimetil kitosan, ilag yiiklii arap zamki ve ilag yiiklii

ticari suda ¢Oziiniir kitosan ile analiz tekrarlanmistir.

3.2.4 Nanokitosanin hiicre canlih@ina etkisinin incelenmesi

Suda iyi ¢Oziinen nanokitosanin kalp kasi hiicreleri (kardiyomiyosit) canliliginin
zamanla degisimine etkisi incelenmistir. Calisma hiicre izolasyonu (Sekil 3.8) ve
inkiibasyonu olmak {izere iki asamada gerceklestirilmistir. Birinci asamada si¢an pental
sodyum (C;;H;7N2NaOs; Pentobarbital sodyum) ile bayiltilmis ve kalbi alinmistir. Kalp,
kesme ¢oOzeltisi (gazlandirilmis HEPES iceren Krebs c¢ozeltisi) ile yikanmistir
(Gazlandirilmis ¢ézelti igerigi: 145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.2 mM MgSO,, 1.4 mM
Na,HPO4, 0.4 mM NaH,PO4, 5 mM HEPES (N-(2-Hidroksietil) Piperazin-N-(2-Etan
Siilfonik Asit), 10 mM glukoz; pH 7.4, %100 O, ile gazlanir). Kardiyomiyositlerin
izolasyonu Langenderhoff sistemi kullanilarak 37°C’de gergeklestirilmistir. Ttiim kalpler
sisteme asilmis, HEPES ¢ozeltisi ile kalbin ig¢indeki kan temizlenmis ve kollejenaz

iceren HEPES ¢ozeltisi ile kalbin yumusamasi (perflizyon) saglanmistir. Perfiizyonun
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25-30 dk sinda kalpler sistemden ¢ikarilarak Ca’suz HEPES igeren ¢ozeltiye aktarilarak
parcalanmis ve elde edilen karigimlar siiziilmiis ve boylece hiicreler yikanmigtir
(Ozdemir vd. 2005). Ikinci asamada ise trimetil nanokitosan ¢ozeltisi (750ul) ile
hiicreler (250 ul) 37°C’de 3 h siireyle inkiibe edilmis ve canli hiicreler 151k mikroskobu
kullanilarak sayilmistir (Yaras vd. 2007). Deneyler arap zamki ile tekrarlanmistir.

Sonuglar nanokitosan ile elde edilen bulgular ile karsilastirilmistir.

Slc;anl Kesme ¢oz.
penta (gazlandirilmi L derhoff
ey Kalp =—p| (& . $ |—» Kalp— | Langenderho
sodyum P HEPES igeren P sistemine asilir
ile Krebs ¢0z.) ile
bayiltilir yikama 1
HEPES ¢o6z.
37°C 3-5 dk
Hiicreler
Ylkéma
- Kollejenaz
1 Kalp sistemden iceren
Stizme |[«— Parcalama p—{ Sikarilir Ca’suz e L EpES ¢57
HEPES iceren 2530 dk
¢0z. aktarilir

Sekil 3.8 Hiicre izolasyonu (Ozdemir vd. 2005)

3.2.5 Nanokitosanin hiicreye floresan boya girisine etkisi

Nanokitosanin hiicreye (Memeli fibroblast kiiltiir hiicresi (LTK 8)) floresan boya (Fura-
2) girisine etkisi floresan spektrofotometre ile incelenmistir (Sekil 3.9). Fura-2 hiicre
icine zor giren floresan bir boyadir. Floresan spektrofotometre ile 6l¢tim Fura-2
boyasinin uyarilmasi, belli dalga boyunda 1s1ik vermesi ve 1sik siddetinin belirlenmesi
tizerine kuruludur. HEPES iceren Krebs c¢ozeltisinde 1000 pg/ml derisimindeki
nanokitosan stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. HEPES iceren Krebs ¢ozeltisi (pH 7.4) 117
mM NaCl, 10 mM glukoz, 10 mM HEPES, 1,8 mM CaCl,, 1,7 mM MgCl, ve 5,4 mM

KCl icermektedir. 30 ul stok ¢ozelti izolasyon sivisi ile 3 ml’ye tamamlanarak 10 pg/ml
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PBS-EDTA soliisyonu
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Floresan spektrofotometre ile 6l¢iim

Sekil 3.9 Nanokitosanin hiicreye Fura-2 floresan boyasi girisine etkisi

derisimindeki nanokitosan drnegi hazirlanmstir. Izolasyon sivisi (pH 7.4) 125 mM
NaCl, 5 mM KCI, 20 mM HEPES, 1 mM MgCl, i¢ermektedir ve soliisyona CaCl,

eklenmektedir.

Deneyde kiiltiir hiicresi (memeli fibroblast- LTK 8) kullanilmustir. 37°C’de yiiksek
glikozlu ylizey-bagimli bir soliisyon (DMEM; Dulbecco Modified Eagle Medium)
icinde biiyiitiilen hiicreler PBS (fosfat tamponu)-EDTA (etilen diamin tetra asetik asit,
Ca ve Mg+2 iyonlarini tutar) soliisyonu ile kaldirilmis ve bir kismi1 atilmistir. Hiicreler
kaldirildiktan sonra 5 dk santrifiij edilmistir. Yukarida kalan PBS-EDTA soliisyonu

atilmistir. Hiicreler esit olarak boliinmiistiir.
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Fura-2 boyasi sirasiyla izolasyon sivisi igindeki hiicreye ve izolasyon sivisi i¢indeki
nanokitosan hiicre karisitmina oda sicakliginda karanlikta 50 dk siireyle ytliklenmistir.
Yiikleme islemi sonunda santrifiijlenip hiicreler Fura-2’den yikanmistir. Yukarida kalan
Fura-2 igeren soliisyon dokiilmiis ve hiicreler izolasyon sivisi ile santrifiijlenip tekrar
yikanmustir. Olgiimler floresan spektrofotometre (FP6500 Jesco Spectro) cihazi ile
gerceklestirilmistir. Dalgaboyuna karsilik 151k siddeti degerleri 6lciilmiistiir. Deneyler
sirastyla izolasyon sivist iginde 100 pg/ml nanokitosan 6rnegi ve 100 pg/ml trimetil

kitosan Ornegi ile tekrarlanmstir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Suda Coziinen Nanokitosan Karakterizasyon Bulgulari

Calismanin birinci asamasinda iki adimli metilleme yontemi ile kitosandan suda
¢oOziinen kitosan (trimetil kitosan) sentezlenmis ve suda ¢dziinen kitosandan ise iyonik
jellesme teknigi ile suda ¢Oziinen nanokitosan (trimetil nanokitosan) hazirlanmistir.
Ornekler FTIR, NMR, SEM, TEM ve DLS analizleri ile karakterize edilmistir. Bulgular
yorumlanmig ve siireli yayinlarla karsilastirilmistir. FTIR analizleri ile sentezlenen
maddelerin kimyasal yapilar1 incelenmis ve NMR analizleri ile suda ¢oziinen kitosanin
kuaternizasyon derecesi saptanmistir. SEM, TEM ve DLS analizleri ile ise sentezlenen

orneklerin boyutlar1 belirlenmistir.

4.1.1 FTIR analizi sonuglari

Kitosan, trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanin FTIR spektrumlar1 Sekil 4.1°de
verilmigtir. Kitosanin FTIR spektrumunda 3400 cm™’de OH, 1650 cm™’de amid-1, 1597
cm™’de amin, 1376 cm™>de amid-1II, 1155 cm™’de C-O-C, 1030 ve 1075 cm™’de C-O
pikleri saptanmustir. Ding vd. 2006 yaptiklar1 ¢alismada kitosanin FTIR spektumunda
3430 cm™’de OH, 1662 cm™’de amid-I, 1598 cm™'’de amin, 1380 cm™’de amid-1II,
1156 cm™’de C-O-C, 1033 ve 1075 cm’de C-O piklerini saptamustir (Sekil 4.1.a).
Kitosana ait FTIR bulgulariin Ding vd. 2006’nin sonuglar1 ile uyumlu oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Trimetil kitosan kloriiriin FTIR spektrumunda ise 1473 ve 2924 cm’de CH,, 1376,
1412 ve 2888 cm™’de CH; pikleri belirlenmistir (Sekil 4.1.b). Ding vd. 2006 yaptiklar
calismada trimetil kitosan kloriiriin FTIR spektrumunda 1476 ve 2932 cm ’de CH,
1378 ve 2884 cm’de CHj piklerini saptamistir. Trimetil kitosan kloriire ait FTIR

bulgularinin Ding vd. 2006’ nin sonuglari ile uyumlu oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.1.a.Kitosan, b.Trimetil kitosan, c.Trimetil nanokitosan FTIR spektrumlari

Cizelge 4.1 Kitosan ve Trimetil kitosan FTIR sonuglarinin siireli yayinlarla

karsilastirilmast
Gruplar OH [Amid-I [Amin Amid-III |C-O-C |C-O CH, |CH;
Kitosan [3430 (1662  [1598 1380 1156  [1033
. 1075
Ding
TMC 1476 |1378
vd. 2932 2884
2006
Bu Kitosan (3400 (1650 |1597 1376 1155 (1030
1075
calisma
TMC 1473 1376
2024 1412
2888
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Trimetil nanokitosanin FTIR spektrumunda trimetil kitosanin tripolifosfat ile iyonik
capraz baglanmasi nedeniyle 950 cm™’de olusan P-O piki saptanmustir (Sekil 4.1.c).
Trimetil kitosana fosfat gruplar1 baglanarak trimetil nanokitosani olusturmustur. Siireli
yayinlarda trimetil nanokitosana ait FTIR bulgusuna rastlanmadigi ¢in Onceki

caligmalarla karsilagtirma yapilamamuistir.

4.1.2 NMR analizi sonu¢lar

Kitosan ve trimetil kitosan kloriiriin NMR spektrumlar1 goriilmektedir (Sekil 4.2.a,b).
Kitosanda tekrarlayan her bir glikoz amin biriminin 1. karbonuna bagl hidrojen (H;)
piki 5.3<6<5.5 ppm arasinda, 3, 4, 5, 6. karbonlarina bagli hidrojen (Hs, H4, Hs, Hg)
pikleri 4<6<4.9 ppm arasinda, 2. karbonuna bagli hidrojen (H,) piki 3.7 ppm’de,

asetamid grubuna ait metil hidrojeni piki ise 2.6 ppm’de saptanmistir (Sekil 4.2.a).

Britto vd. (2005) yaptiklart calismada kitosanin NMR spektrumunda 4.5<6<5 ppm
arasinda anomerik karbona bagli hidrojen (H;) piki, 3.4<6<4 ppm arasinda
glukopiranoz biriminin 3, 4, 5, 6. karbonlarina bagh hidrojen (Hs, Ha, Hs, He) pikleri,
3.18 ppm’de glukopiranoz halkasmnin 2. karbonuna bagli hidrojen (H;) piki, 1.99
ppm’de asetamid grubuna ait metil hidrojeni piki saptamistir (Cizelge 4.2).

Ding vd. (2006) ise yaptiklar1 ¢alismada kitosanin NMR spektrumunda 4.76 ppm’de
anomerik karbona bagli hidrojen (H;) piki, 3.43<6<3.81 ppm arasinda glukopiranoz
biriminin 3, 4, 5, 6. karbonlaria bagh hidrojen (Hs, Hy, Hs, He) pikleri, 3.09 ppm’de
glukopiranoz halkasinin 2. karbonuna bagli hidrojen (H;) piki, 1.96 ppm’de asetamid
grubuna ait metil hidrojeni piki saptamistir. Kitosana ait NMR bulgular siireli

yayinlarda Britto vd. (2005)’nun belirledigi degerlere yakindir (Cizelge 4.2).

Trimetil kitosan kloriiriin NMR spektrumunda 2.5 ppm’de dimetillenmis amin piki ve

3.7 ppm’de trimetillenmis amin (kuaternize amin) piki gézlenmistir (Sekil 4.2.b).
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Sekil 4.2.a.Kitosan, b.TMC (Trimetil kitosan kloriir) NMR spektrumlari

Sieval vd. (1998) yaptiklari ¢alismada trimetil kitosan kloriiriin NMR spektrumunda 2.5
ppm’de dimetillenmis amin piki ve 3.35 ppm’de trimetillenmis amin (kuaternize amin)
piki saptamistir. He vd. (2006) yaptiklar1 caligmada trimetil kitosan kloriiriin NMR

spektrumunda 3.4 ppm’de trimetillenmis amin (kuaternize amin) piki saptamistir

(Cizelge 4.2).
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Ding vd. (2006) ise yaptiklar1 ¢alismada trimetil kitosan kloriiriin NMR spektrumunda

2.46 ppm’de dimetillenmis amin piki ve 3.25 ppm’de trimetillenmis amin (kuaternize

amin) piki saptamistir. Trimetil kitosan kloriire ait NMR bulgular1 Sieval vd. 1998, He

vd. 2006 ve Ding vd. 2006’in sonuglari ile uyumludur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Kitosan ve Trimetil kitosan NMR sonuglarinin siireli yayinlarla

karsilastirilmast
Gruplar IS8 Hs, Hy H, COCH; |N(CH3)2 +N(CH3)3
Hs, He
Sieval vd. T™MC 2.5 3.35
1998
Britto vd. | Kitosan | 4.5<8<5 | 3.4<8<4 | 3.18 1.99
2005
TMC 2.76 33
He vd. 2006 TMC 34
Ding vd. | Kitosan 4.76 3.43< 3.09 1.96
2006 0<3.81
T™C 2.46 3.25
Kitosan |5.3<8<5.5| 4<8<4.9 3.7 2.6
Bu ¢alisma
TMC 2.5 3.7

NMR spektrumu yardimiyla sentezlenen trimetil kitosan kloriiriin kuaternizasyon

derecesi % 60 olarak hesaplanmistir. Bu deger trimetil amin grubundaki hidrojenlerin

pik integralinin 'H piki integraline oraninin 9°da biri alinarak hesaplanmustir (Hamman

and Kotze 2001, Synman vd. 2002, He vd. 2006, Amidi vd. 2006, Britto ve Assis 2007).
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4.1.3 SEM analizi sonuclari

Kitosan ve trimetil kitosanin SEM goriintiileri Sekil 4.3.a.b’de goriilmektedir. Kitosan
katalog bilgilerine gore 154 mikron boyutundadir. Kitosanin SEM goriintiisii
alindiginda 150 mikron boyutunda yapraklarin yam sira kiiciik kitosan taneleri de
goriilmiis ve kitosanin homojen bir dagilima sahip olmadigi saptanmistir (Sekil 4.3.a,
x400 biiylitme). Trimetil kitosanin 1-3 mikron boyutunda homojen dagiliml kiiresel
tanelerden olustugu saptanmustir (Sekil 4.3.b, x3200 biiyiitme). Siireli yayinlarda
trimetil kitosana ait SEM bulgusuna rastlanmadigi i¢in goriintiilerin siireli yayinlarla

karsilagtiritlmas1 yapilamamustir.

4/18/2008 | HV
9:39:12 AM | 30.00 kV

Sekil 4.3 a) Kitosan (x400 biiyiitme) b) TMC (Trimetil kitosan kloriir, x3200 biiyiitme)
SEM goriintiileri

4.1.4 TEM analizi sonuclari

Trimetil nanokitosanin farkli bolgelerden ¢ekilmis TEM goriintiileri Sekil 4.4.a,b,c’de
goriilmektedir. Trimetil nanokitosan nano boyutta kiiresel taneciklerden olusmus ve
genis bir boyut dagilimi vermistir. Bu boyut dagilimmin belirlenmesi amaciyla ayni

ornegin 17 farkli bolgesinden goriintiiler alinmustir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.4 Trimetil nanokitosanin farkli bolgelerden ¢ekilmis TEM goriintiileri
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Sekil 4.5 Trimetil nanokitosanin boyut dagiliminin belirlenmesinde kullanilan tiim TEM
goriintiileri
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TEM goriintiilerindeki tiim tanecikler sayilarak tanecik ¢aplar1 kaydedilmistir (Toplam
190 tanecik sayilmistir). Tanecik ¢apina karsi boyut dagilimi grafige gecirilmistir (Sekil
4.8).

Boyut Dagilimi
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35
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Tanecik gapi (nm)

Sekil 4.6 Trimetil nanokitosanin boyut dagilimi

Trimetil nanokitosanin % 60’1 50-150 nm araligindaki taneciklerden olusmaktadir
(Sekil 4.6). Tiim taneciklerin % 86’s1 250 nm’den kii¢iiktiir ve geri kalan taneciklerde %
6 oraninda 300-350 nm biiytlikliigiine rastlanmistir. Amidi vd. (2006) yaptiklari
calismada trimetil nanokitosan1 ayni yontemle (iyonik jellesme) sentezlemis ve SEM
goriintiileri ile taneciklerin 20-200 nm araliginda oldugunu saptamiglardir. Chen vd.
(2007) ise trimetil nanokitosanin TEM goriintiilerinde 200-250 nm araliginda degisen
tanecikler gozlemlemistir. Trimetil nanokitosanin TEM sonuglarina gore belirlenen

tanecik biliylikligii Amidi vd. (2006)’nin yaptiklar1 ¢calisma ile uyumludur.
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4.1.5 DLS analizi sonuclari

Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanin biiyiikliik dagilimlar1 Sekil 4.7°de verilmistir.

10 dk siireyle ultrasonik banyo yardimiyla etanolde ses Otesi dalgalar verilmis trimetil
kitosanin biyiiklik dagilim grafigi Sekil 4.7.a’da gortilmektedir. Trimetil kitosanin %
29’u 1281 nm, %40°1 1484 nm, %21’1 1718 nm, %7’si 1106 nm ve %3’ 1990 nm
olarak bulunmustur. Taneciklerin % 97’si 1,1 mikron ile 1,7 mikron arasindadir.
Trimetil kitosan ortalama 1.4 mikron boyutunda bulunmustur. Bu bulgu 1-3 mikron
arasinda bulunan trimetil kitosan SEM sonucu ile uyumludur. Siireli yayinlarda trimetil
kitosanin DLS analizi sonucu ile ilgili bir bulguya rastlanmadigi i¢in karsilastirma

yapilamamustir.

5 dk siireyle ultrasonik prob yardimiyla etanolde ses Gtesi dalgalar verilmis trimetil
nanokitosanin biyiiklik dagilim grafigi goriilmektedir (Sekil 4.7.b). Trimetil
nanokitosanin %26’s1 190 nm, %39’u 220 nm, %24’ 255 nm, %6’s1 164 nm ve %5°1
295 nm olarak bulunmustur. Taneciklerin % 95’1 164 nm ile 255 nm arasindadir.

Trimetil nanokitosan etanolde ortalama 220 nm boyutunda bulunmustur.

5 dk siireyle ultrasonik prob yardimiyla HEPES (N-2-Hidroksietil Piperazin-N-2-Etan
Siilfonik Asit) tampon ¢dzeltisinde ses Otesi dalgalar verilmis trimetil nanokitosanin
biiyiikliik dagilim grafigi goriilmektedir (Sekil 4.7.c). Trimetil nanokitosanin %31°1 255
nm, %31°1 295 nm, %16’s1 342 nm, %151 164 nm, %4’d 396 nm ve %3°1 190 nm
olarak bulunmustur. Taneciklerin % 96’s1 164 nm ile 342 nm arasindadir. Trimetil

nanokitosan HEPES tampon ¢6zeltisinde ortalama 295 nm boyutunda bulunmustur.
Trimetil kitosanin ve trimetil nanokitosanin etanolde ve HEPES’de DLS analizlerine ek

olarak su ile de deneme yapilmistir. Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanin suda

bliytiikliik dagilimlar1 verilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7.a.Trimetil kitosanin etanolde, b. Trimetil nanokitosanin etanolde,
c. Trimetil nanokitosanin HEPES tampon ¢6zeltisinde biiytikliik dagilimi
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5 dk siireyle ultrasonik prob yardimiyla suda ses oOtesi dalgalar verilmis trimetil
kitosanin biiyiikliik dagilim grafigi gorilmektedir (Sekil 4.8.a). Trimetil kitosan suda
ortalama 220 nm boyutunda bulunmustur. Bu analiz bir kontrol analizi olarak
diisiiniilmistiir. Trimetil kitosanin sudaki DLS analizinde sonucun nanoboyutta ¢ikmasi

trimetil kitosanin suda ¢oziindiigiinii desteklemektedir.

5 dk siireyle ultrasonik prob yardimiyla suda ses otesi dalgalar verilmis trimetil
nanokitosanin biiyliklik dagilim grafigi goriilmektedir (Sekil 4.8.b). Trimetil
nanokitosan suda ortalama 6.5 nm boyutunda bulunmustur. Bu analiz bir kontrol analizi
olarak diisiinlilmiistiir. Trimetil nanokitosanin sudaki DLS analizinde sonucun ¢ok

kiigiik olmasi trimetil nanokitosanin suda ¢oziindiigiinii desteklemektedir.
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Sekil 4.8.a.Trimetil kitosanin, b.Trimetil nanokitosanin suda biiytikliik dagilimi
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Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosan DLS analiz sonuglarinin siireli yayinlarla
karsilastirilmas: Sekil 4.9°da verilmistir. Amidi vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada trimetil
nanokitosanin boyutunu 254 nm olarak saptamistir. Chen vd. (2007) ise yaptiklari
calismada trimetil kitosandan (kuarternizasyon derecesi, % 37) trimetil nanokitosani
iyonik jellesme teknigi ile sentezlemis ve trimetil nanokitosaninin boyutunu 218 nm
olarak belirlemislerdir. Bu doktora c¢alismasinda sentezlenen trimetil nanokitosanin
ortalama boyutu sirastyla etanolde 220 nm ve HEPESde 295 nm olarak saptanmustir.
Trimetil nanokitosana ait DLS bulgularinin Amidi vd. 2006 ve Chen vd. 2007’in

sonuglari ile uyumlu oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.9 Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanin tanecik ortalama boyutlarinin
(DLYS) siireli yayinlarla karsilastiriimasi

Trimetil nanokitosanin % 86’s1 TEM sonuglarina gore 250 nm’den kiigiik bulunmustur.
DLS sonuglaria gore trimetil nanokitosanin ortalama parcacik biiylikliigii etanolde 220

nm olarak saptanmistir. TEM ve DLS analiz sonuglar birbirlerine yakin degerlerdir.
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4.2 Mlac Yiiklii Orneklerin Karakterizasyon Bulgular

Suda iyi ¢Oziinen nanokitosana (trimetil nanokitosan) iki farkli yontem (ultrasonik etki,
iyonik jellesme) kullanarak suda iyi ¢éziinmeyen candesartan-cilexetil ve karsilagtirma
amaciyla aktif sekli olan suda ¢oziinen candesartan ylklenmistir. Candesartan-cilexetil
yikli trimetil nanokitosan ornekleri HPLC, FTIR ve AFM analizleri ile karakterize
edilmistir. HPLC analizleri ile ilag (candesartan-cilexetil) yikli 6rneklerin yiikleme
etkinlikleri belirlenmistir. FTIR analizleri ile suda iyi c¢oziinen nanokitosan ile
candesartan-cilexetil arasindaki etkilesimler incelenmistir. AFM analizleri ile ise ilag
(candesartan-cilexetil) yikli orneklerin boyutlar1 saptanmigtir. Analizler karsilastirma

amaciyla candesartan yiiklii trimetil nanokitosan ornekleri ile tekrarlanmistir.

4.2.1 HPLC analizi sonuclan

4.2.1.1 Candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan HPLC sonug¢lar:

Iki farkli yontemle (ultrasonik etki, iyonik jellesme) hazirlanan candesartan-cilexetil
yiiklii trimetil nanokitosan HPLC kromatogramlari ve ylikleme etkinligi degerleri Sekil

4.10’da goriilmektedir.

Her iki yontem ile (ultrasonik etki, iyonik jellesme) hazirlanan candesartan-cilexetil
yiiklii trimetil nanokitosan kromatogramlarinda ayni alikonma siiresinde candesartan-

cilexetil piki belirlenmistir.

Candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan 6rneklerinin yiikleme etkinlikleri her

iki yontem ile (ultrasonik etki, iyonik jellesme) % 66 bulunmustur (Sekil 4.10).
Ultrasonik etki ve iyonik jellesme yontemleri ile hazirlanan candesartan-cilexetil yikli

trimetil nanokitosan Ornekleri HPLC ile analizlenmis ve Orneklerde bulunan

candesartan-cilexetil miktarlar1 ve candesartan-cilexetil yiikleme degerleri Cizelge 4.3’
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de verilmistir (toplam ornek miktar1 6 mg, 6rnege baslangicta konulan candesartan-

cilexetil miktar1 ise 1 mg’dir).

b)
mA3 ] NP«G’
Candesartan-cilexetil
Candesartan-cilexetil
p=
= g
g | o~
>
Alikonma sturesi (dk) Alikonma suresi (dk)
c) d)
& %66 %66
£ | 601
: Candesartan-cilexetil % 50 4 *E‘ o
- 40 - o £
= Q 7] X o
% g | 30+ ©._ c o
O =3 o=
> = 20 4 5% 2.9
He 10 A
> 0
1 2

Alikonma stiresi (dk)

Sekil 4.10.a.Candesartan-cilexetil, b.Ultrasonik etki, c.lyonik jellesme ile hazirlanan
candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan kromatogramlari ve
d.yiikleme etkinligi degerleri

Cizelge 4.3 % 20 ilag yiikleme ile hazirlanan candesartan-cilexetil yiiklii trimetil
nanokitosan 6rneklerinde HPLC ile belirlenen candesartan-cilexetil
miktarlar1 ve candesartan-cilexetil yiikkleme degerleri

Ornek mg candesartan- Candesartan-

cilexetil/mg 6rnek | cilexetil yiikleme
(%ow/w)

Ultrasonik etki ile candesartan-cilexetil 0.12 14.4

yiiklii trimetil nanokitosan

Ultrasonik etki ile candesartan-cilexetil 0.1 12

yuklii trimetil kitosan

Iyonik jellesme yontemi ile candesartan- 0.1 12

cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan
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4.2.1.2 Candesartan yiiklii trimetil nanokitosan HPLC sonuclari

Iki farkli ydntemle (ultrasonik etki, iyonik jellesme) hazirlanan candesartan yiiklii
trimetil nanokitosan HPLC kromatogramlar1 ve yiikleme etkinligi degerleri Sekil

4.11°de goriilmektedir.

a) b)
Candesartan . Candesartan
=
= g
= o~
>
Alikonma siiresi (dk) Alikonma siiresi (dk)
c) d)
50 | 80 - %70
= | 70y %60
gv 60
- E 50 ° E
=) ° 40 « E 8
s 1 E 30 ) .E g E ——
” 5 0 |85 23
Candesartan ‘% 18 1 -
—
1 2
Alikonma stiresi (dk)

Sekil 4.11.a.Candesartan, b.Ultrasonik etki, c.Iyonik jellesme ile hazirlanan
candesartan yikli trimetil nanokitosan kromatogramlari, ve d.ylikleme
etkinligi degerleri

Her iki yontem ile (ultrasonik etki, iyonik jellesme) hazirlanan candesartan yiiklii
trimetil nanokitosan kromatogramlarinda ayni alikonma stiresinde candesartan piki

belirlenmistir.
Candesartan yikli trimetil nanokitosan orneklerinin HPLC bulgulart incelendiginde

her iki yontem ile (ultrasonik etki, iyonik jellesme) elde edilen yiikleme etkinligi

degerlerinin % 60°dan biiyiikk oldugu ve ultrasonik etki ile hazirlanan ila¢ ytkli
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orneklerin yiikleme etkinliklerinin iyonik jellesme ile hazirlananlara gére daha yiiksek

oldugu saptanmistir (Sekil 4.11).

Ultrasonik etki ve iyonik jellesme yontemleri ile hazirlanan candesartan yiikli trimetil
nanokitosan Ornekleri HPLC ile analizlenmis ve Orneklerde bulunan candesartan
miktarlar1 ve candesartan yikleme degerleri Cizelge 4.4’de verilmistir (Toplam 6rnek

miktar1 6 mg, 6rnege baslangicta eklenen candesartan miktari ise 1 mg’dur).

Cizelge 4.4 % 20 candesartan yiikkleme ile hazirlanan candesartan yiiklii trimetil
nanokitosan orneklerinde HPLC ile belirlenen candesartan miktarlar
ve candesartan yiikleme degerleri

Ornek mg candesartan/mg | Candesartan yikleme
ornek (Yow/w)

Ultrasonik etki ile candesartan 0.1 12

yuklii trimetil nanokitosan

Ultrasonik etki ile candesartan 0.18 20

yiiklii trimetil kitosan

Iyonik jellesme yontemi ile 0.1 12

candesartan  yukli trimetil

nanokitosan

Candesartan-cilexetil ya da candesartan yikli trimetil nanokitosan ornekleri icin
candesartan-cilexetil ya da candesartan yikleme (%w/w), yikleme etkinligi (%)

degerleri agsagidaki esitlikler ile hesaplanmistir.

Candesartan-cilexetil ya da candesartan yiikkleme=Yiiklenen candesartan- cilexetil ya
da candesartan miktari/Polimer
miktar1

Yiikleme etkinligi=Yiiklenen candesartan-cilexetil ya da candesartan miktar1/
Baslangictaki candesartan cilexetil ya da candesartan miktar
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4.2.2 FTIR analizi sonu¢lar

Candesartan-cilexetil yiklii trimetil nanokitosan ve karsilastirma amaciyla candesartan
(candesartan-cilexetilin aktif sekli) yiiklii trimetil nanokitosan 6rnekleri FTIR analizleri
ile karakterize edilmistir. Trimetil nanokitosan ile candesartan-cilexetil ve candesartan

arasindaki etkilesimler incelenmistir.

4.2.2.1 Candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan FTIR sonuclari

Ultrasonik etki yontemi ile hazirlanan candesartan-cilexetil yikli trimetil nanokitosan

orneklerinin FTIR spektrumlari trimetil nanokitosan ve candesartan-cilexetil FTIR

spektrumlari ile karsilagtirllmigtir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12.a.Candesartan-cilexetil, b. Trimetil nanokitosan, c. Ultrasonik etki ile
candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan FTIR analizi sonuglar
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Ultrasonik etki ile hazirlanan candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan 6rnegi
FTIR spektrumunda trimetil nanokitosan ve candesartan-cilexetil spektrumlarinda 1750
cm’de gozlenen C=0O piki saptanmis ve 1000 cm™’de gozlenen C-O pikinin
kayboldugu belirlenmistir. Candesartan-cilexetilin trimetil nanokitosana baglanacag bir
yer olmadigindan candesartan-cilexetil trimetil nanokitosana fiziksel olarak

tutunmustur (Sekil 4.12)

Iyonik jellesme yontemi ile hazirlanan candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan
orneginin FTIR spektrumu trimetil kitosan ve candesartan-cilexetil FTIR spektrumlari

ile karsilastirilmistir (Sekil 4.13).

Gegirgenlik

:—-['H-r11—[r- Lo o A o o e e e I e i
PR T TR N T W mR D TR 1m0 uS0 ox = 5o
-1 )
Dalga sayis1 (cm™)

Sekil 4.13.a.Trimetil kitosan, b.Candesartan-cilexetil, c Iyonik jellesme ile
candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan FTIR analizi sonuglari

Iyonik jellesme yontemi ile hazirlanan candesartan-cilexetil yiiklii 6rnegin FTIR

spektrumlarinda candesartan-cilexetil ilac1 spektrumunda 1250 cm™’de gozlenen C-O
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pik ve 1750 cm’de gozlenen C=O pik yiiksekliklerinin azaldigi saptanmustir.
Candesartan-cilexetilin trimetil kitosan ile baglanacagi bir yer olmadigindan

candesartan-cilexetil trimetil kitosana fiziksel olarak tutunmustur (Sekil 4.13).

4.2.2.2 Candesartan yiiklii trimetil nanokitosan FTIR sonuclari

Ultrasonik etki yontemi ile hazirlanan candesartan yiiklii trimetil nanokitosan drneginin

FTIR spektrumu trimetil nanokitosan ve candesartan ile karsilastirillmistir (Sekil 4.14).

110

Ccl —
c3B —
%T

m o

g
L1l
—

8
NI A
I ——

=

+
<
D

Gegirgenlik
3

3

|
>
~_
j\
_Z

€

/
_—
T
—

v
s T o,

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
1/cm

11/
D) \, / /\Jﬂfﬁlﬁ“\fﬂ'mp/{& "

N-O

Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4.14.a.Candesartan, b.Trimetil nanokitosan, c.Ultrasonik etki ile candesartan
yiiklii trimetil nanokitosan FTIR analizi sonuglar

Ultrasonik etki yontemi ile hazirlanan candesartan yiikli trimetil nanokitosan 6rneginin
FTIR spektrumunda trimetil nanokitosan ve candesartan spektrumlarinda 1700 cm™’de
gozlenen C-O piki ve 1250 cm™’de gozlenen N-O piki saptanmustir. Bu nedenle

candesartan trimetil nanokitosana fiziksel olarak tutunmustur (Sekil 4.14).
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Iyonik jellesme yontemi ile hazirlanan candesartan yiikli trimetil nanokitosan
orneginin FTIR spektrumu trimetil kitosan ve candesartan FTIR spektrumlart ile

karsilastirilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15.a. Trimetil kitosan, b.Candesartan, c.Iyonik jellesme ile candesartan
yiiklii trimetil nanokitosan FTIR analizi sonuglar

Iyonik jellesme ydntemi ile hazirlanan candesartan yiiklii 6rneklerde trimetil kitosandan
farkl1 olarak 1250 cm™’de N-O gerilme piki saptanmistir. 1750 cm™’de candesartana
ait karbonil pik yiiksekliginin azaldig1 saptannustir. Iyonik jellesme yonteminde trimetil
kitosandaki N* ile candesartandaki COO™ kimyasal kompleks olusturmustur (Sekil
4.15).

Candesartanin iyonik jellesme yontemi ile trimetil kitosana kimyasal olarak baglandigi

ultrasonik etki yOntemi ile ise trimetil nanokitosana ise fiziksel olarak tutundugu
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belirlenmistir. Candesartan-cilexetilin her iki yontem (iyonik jellesme, ultrasonik etki)

ile trimetil kitosan ve trimetil nanokitosana fiziksel olarak tutundugu saptanmistir.

4.2.3 AFM analizi sonuclar

Candesartan-cilexetil ve candesartanin orijinal boyutlari, candesartan-cilexetil yiikli
trimetil nanokitosan ve karsilastirma amaciyla candesartan yikli trimetil nanokitosan

orneklerinin boyutlar1 AFM analizleri ile saptanmistir.

4.2.3.1 Candesartan-cilexetil ve candesartan AFM sonuclari
Candesartan-cilexetilin iki ve ii¢ boyutlu AFM goriintiileri goriilmektedir (Sekil 4.16).

Candesartan-cilexetilin tanecik boyutunun ortalama degerinin 92 nm oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.16 Candesartan-cilexetilin: a. iki boyutlu, b. ti¢ boyutlu AFM
goriintiileri
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Candesartan-cilexetilin tanecik boyut dagilimi verilmistir (Sekil 4.17). Ornekteki
taneciklerin ¢ogunun 50-150 nm araliginda oldugu ve ortalama piiriizlilik degerinin

29.7 nm oldugu saptanmistir.

i

Savi

nm

Tanecik boyutu

Sekil 4.17 Candesartan-cilexetilin tanecik boyut dagilimi

Candesartanmin iki ve 1ii¢ boyutlu AFM goriintiileri goriilmektedir (Sekil 4.18).

Candesartanin tanecik boyutunun ortalama degerinin 44 nm oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.18 Candesartanin: a. iki boyutlu, b. ti¢ boyutlu AFM goriintiileri
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Candesartamin tanecik boyut dagilimi verilmistir (Sekil 4.19). Ornekteki taneciklerin
cogunun 20-60 nm araliginda oldugu ve ortalama piirlizliilik degerinin 6.9 nm oldugu

saptanmigtir.

100

Savi

20

Tanecik boyutu (nm)

Sekil 4.19 Candesartanin tanecik boyut dagilimi

4.2.3.2 Candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan AFM sonuclar1

Ultrasonik etki yontemi ile candesartan-cilexetil yiklii trimetil kitosan 6rneginin iki ve
tic boyutlu AFM goriintiileri gortilmektedir (Sekil 4.20). Ultrasonik etki yontemi ile
hazirlanan candesartan-cilexetil yikli trimetil kitosan Orneginin tanecik boyutunun

ortalama degerinin ise 37 nm oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.20 Ultrasonik etki yontemi ile candesartan-cilexetil yiklii trimetil kitosan
orneginin: a. iki boyutlu, b. tic boyutlu AFM goriintiileri
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Ultrasonik etki yontemi ile hazirlanan candesartan-cilexetil yikli trimetil kitosan
orneginin tanecik boyut dagilimi verilmistir (Sekil 4.21). Ornekteki taneciklerin
cogunun 35-40 nm araliginda oldugu ve ortalama piiriizliiliik degerinin 6.5 nm oldugu

saptanmistir.

Savy1
150 200
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0 10 n 3 =) ) &0 70

Tanecik boyutu (nm)

Sekil 4.21 Ultrasonik etki yontemi ile candesartan-cilexetil yiiklii trimetil kitosan
Orneginin tanecik boyut dagilimi

Ultrasonik etki ile candesartan-cilexetil yikli trimetil nanokitosan 6rneginin iki ve ii¢
boyutlu AFM goriintiileri goriilmektedir (Sekil 4.22). Ultrasonik etki yontemi ile
hazirlanan candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan 6rneginin tanecik boyutunun

ortalama degerinin 39 nm oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.22 Ultrasonik etki yontemi ile candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan
Orneginin: a. iki boyutlu, b. {ic boyutlu AFM gériintiileri
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Ultrasonik etki yontemi ile hazirlanan candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan

orneginin tanecik boyut dagilimi verilmistir (Sekil 4.23). Ornekteki taneciklerin

cogunun 35-50 nm araliginda oldugu ve ortalama piiriizliiliik degerinin 8.4 nm oldugu

saptanmistir.
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Sekil 4.23 Ultrasonik etki yontemi ile candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan

orneginin tanecik boyut dagilimi

Iyonik jellesme teknigi ile candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan drneginin iki

ve {i¢c boyutlu AFM gériintiileri goriilmektedir (Sekil 4.24). Iyonik jellesme yontemi ile

hazirlanan candesartan-cilexetil yiikli trimetil nanokitosan 6rneginin tanecik boyutunun

ortalama degerinin ise 76 nm oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.24 Iyonik jellesme yontemi ile candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan
orneginin: a. iki boyutlu, b. {i¢ boyutlu AFM goriintiileri
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Iyonik jellesme yontemi ile hazirlanan candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan
orneginin tanecik boyut dagilimi verilmistir (Sekil 4.25). Ornekteki taneciklerin
cogunun 40-100 nm aralifinda oldugu ve ortalama piriizliilik degerinin 23.6 nm

oldugu saptanmustir.

Savyi

Tanecik boyutu (nm)

Sekil 4.25 Iyonik jellesme ydntemi ile hazirlanan candesartan-cilexetil yiiklii trimetil
nanokitosan drneginin tanecik boyut dagilimi
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Ultrasonik etki ve iyonik jellesme yontemleri ile hazirlanan candesartan-cilexetil yiikli
nanokitosan  Ornekleri tanecik  boyutlar1  orijinal  candesartan-cilexetil ile

karsilastirilmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26 Candesartan-cilexetil ylklii nanokitosan 6rnekleri tanecik boyutlarinin
karsilastirilmasi

Candesartan-cilexetil ultrasonik etki yontemi ile yiiklendiginde iyonik jellesme ile

yiiklenmesine oranla daha kii¢lik tane boyutu vermistir (Sekil 4.26).

4.2.3.3 Candesartan yiiklii trimetil nanokitosan AFM sonug¢lar:

Ultrasonik etki yontemi ile candesartan yiikli trimetil kitosan Orneginin iki ve i
boyutlu AFM goriintiileri goriilmektedir (Sekil 4.27). Ultrasonik etki yontemi ile

hazirlanan candesartan yikli trimetil kitosan 6rneginin tanecik boyutunun ortalama

degerinin 38 nm oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.27 Ultrasonik etki yontemi ile candesartan ytkli trimetil kitosan 6rneginin:
a. iki boyutlu, b. {i¢ boyutlu AFM goriintiileri
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Ultrasonik etki yontemi ile hazirlanan candesartan yiikli trimetil kitosan Orneginin
tanecik boyut dagilimi verilmistir (Sekil 4.28). Ornekteki taneciklerin ¢ogunun 35-45

nm arali§inda oldugu ve ortalama piiriizliiliik degerinin 8.9 nm oldugu saptanmustir.

Savi

&0

Tanecik boyutu (nm)

Sekil 4.28 Ultrasonik etki yontemi ile candesartan yiikli trimetil kitosan O6rneginin
tanecik boyut dagilimi

Ultrasonik etki yontemi ile candesartan yiikli trimetil nanokitosan 6rneginin iki ve li¢
boyutlu AFM goriintiileri goriilmektedir (Sekil 4.29). Ultrasonik etki yontemi ile
hazirlanan candesartan yukli trimetil nanokitosan Orneginin tanecik boyutunun

ortalama degerinin 13 nm oldugu belirlenmistir.
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b)

Sekil 4.29 Ultrasonik etki yontemi ile candesartan yiikli trimetil nanokitosan
Orneginin: a. iki boyutlu, b. ic boyutlu AFM goriintiileri
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Ultrasonik etki yontemi ile hazirlanan candesartan yiikli trimetil nanokitosan
orneginin tanecik boyut dagilimi verilmistir (Sekil 4.30). Ornekteki taneciklerin
cogunun 10-15 nm araliginda oldugu ve ortalama piiriizliiliik degerinin 3.5 nm oldugu

saptanmistir.

450

Savi

Tanecik boyutu (nm)

Sekil 4.30 Ultrasonik etki yontemi ile candesartan yiiklii trimetil nanokitosan
orneginin tanecik boyut dagilim

Candesartan yiikli orneklerin ortalama tane boyutu degerleri goriilmektedir (Cizelge

4.5).
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Cizelge 4.5 Candesartan yiiklii 6rneklerin ortalama tane boyutu degerleri

Ornek Ortalama tane boyutu
Ultrasonik etki yontemi ile candesartan yiklii trimetil kitosan | 38 nm
Ultrasonik etki ile candesartan yiiklii trimetil nanokitosan 13 nm
Candesartan 44 nm

Candesartan trimetil nanokitosana yiiklendiginde trimetil kitosana yiiklenmesine oranla

daha kiiciik tane boyutu elde edilmistir.

4.3 Nanokitosanin ila¢ Coziiniirliigiine Etkisi

Trimetil nanokitosanin suda iyl c¢oziinmeyen candesartan-cilexetil ilacinin
¢cOziiniirliigiine etkisi iki farkli analiz yontemi ile (UV, HPLC) incelenmistir.
Karsilagtirma amaciyla trimetil kitosan, arap zamki ve ticari suda ¢oziiniir kitosan ile
analizler tekrarlanmis ve sonuglar trimetil nanokitosan ile elde edilen bulgular ile

karsilagtirilmustir.

4.3.1 UV analizi sonuclari

Candesartan-cilexetilin spektrumu Sekil 4.31°de goriilmektedir. Candesartan-cilexetil il
203.5, 253, 304 nm’de pikler vermistir. Bu piklerden en yiiksek absorbansa karsilik
gelen dalga boyu 203.5 nm’dir. Katalog bilgilerine gore; candesartan-cilexetil 210 nm,
253 nm ve 304 nm’de pik vermektedir. Candesartan-cilexetilin UV spektrumu bulgulari
katalog bilgileri ile uyumludur; ancak diisiikk derisimli ¢ozeltilerle ¢alisildigindan 210
nm’deki pik 203.5 nm’ye kaymustir.

Farkli derisimlerdeki (0.005, 0.004, 0.003, 0.002, 0.001 mg/ml) candesartan-cilexetil
cozeltilerinin absorbans degerleri UV ile 203.5 nm’de okunmustur. Derisim degerlerine
kars1 absorbans degerleri grafige gecirilmis ve candesartan-cilexetilin ¢alisma dogrusu

cizilmistir (Sekil 4.32).
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Absorbans

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.31 Candesartan-cilexetilin metanolde UV spektrumu

Calisma Dogrusu

0,7 1
0,6 1
0,5 1

0,4 1

Absorbans

0,3 1
0,2 1

0,1 1

0 T T T T T 1
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006

Derisim(mg/ml)

Sekil 4.32 Candesartan-cilexetilin ¢galisma dogrusu
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Trimetil nanokitosanin 1 ve 3 giin siireyle candesartan-cilexetil ilacinin ¢oziintlirliigline
etkisi incelenmistir (Sekil 4.33). En yiiksek trimetil nanokitosan miktar1 ile (80 mg)
candesartan-cilexetilin ¢oziiniirliginiin sudaki ¢oziiniirliigine gore (2.5x10™ mg/ml) 1
giin slireyle 544 kez arttigi, 3 giin siireyle ise 592 kez arttigr belirlenmistir.

Candesartan-cilexetil ve trimetil nanokitosanin etkilesim siiresi ilacin ¢ozlniirligiini

artirmastir.
600 592
=)
-l
S 580
£
<
2 560 -
= 544
=
.‘:.'
2540
Q@
o
520

Sekil 4.33 Trimetil nanokitosanin 1 ve 3 giin siireyle candesartan-cilexetil ilacinin
¢Oziiniirliigiine etkisi
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4.3.2 HPLC analizi sonuclari

Trimetil nanokitosan ve candesartan-cilexetilin sudaki kromatogramlar1 Sekil 4.34’°de

goriilmektedir. Trimetil nanokitosan 210 nm’de pik vermemistir.

a)
VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000093.D)
mAU
10 Nano kitosan
o
= o]
=
=
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1 2 3 4 min|
Alikonma siiresi(dk)
VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000055.D)
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0 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4 4.5 n

Alikonma siiresi(dk)

Sekil 4.34.a. Trimetil nanokitosan, b.Candesartan-cilexetilin sudaki kromatogramlari
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[lag yiiklii trimetil nanokitosan Orneklerinin kromatogramlar1  Sekil 4.35°de
goriilmektedir. Ilag miktar1 sabit olmak iizere trimetil nanokitosan miktarmin artmasiyla
ilag pik alanimin arttigi saptanmistir. Bu sonug¢ trimetil nanokitosanin ilag

¢Oziiniirligini artirdigini gostermistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35 Ilag yiiklii trimetil nanokitosan drneklerinin kromatogramlari
flag yiiklii trimetil kitosan drneklerinin kromatogramlar1 Sekil 4.36’da gériilmektedir.
[lag miktar1 sabit olmak {izere trimetil kitosan miktarinin artmasiyla ilag pik alanmin

arttigr saptanmistir. Bu sonug trimetil kitosanin ilag ¢Oziiniirliiglinii artirdigini

gostermistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36 Ilag yiiklii trimetil kitosan 6rneklerinin kromatogramlari

Ilag yiiklii arap zamki &rneklerinin kromatogramlar1 Sekil 4.37°de gériilmektedir. ilag
miktar1 sabit olmak {izere arap zamki miktarinin artmasiyla ilag pik alaninin arttigi

saptanmistir. Bu sonug¢ arap zamkinin ila¢ ¢6ziniirliigiinii artirdigini gostermistir (Sekil
4.37).
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Sekil 4.37 Ilag yiiklii arap zamki 6rneklerinin kromatogramlari

flag yiiklii ticari suda ¢oziiniir kitosan orneklerinin kromatogramlar1 Sekil 4.38’de

goriilmektedir. Ilag miktar1 sabit olmak {izere ticari suda ¢dziiniir kitosan miktarinin

artmasiyla ilag pik alaninin azaldigi saptanmistir. Bu sonug¢ ticari suda c¢oziiniir

kitosanin ila¢ ¢ozliniirliigiini artirmadigini gostermistir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38 Ilag yiiklii ticari suda ¢dziiniir kitosan drneklerinin kromatogramlari

Trimetil nanokitosanin candesartan-cilexetil ilacinin ¢ézlinlirliiglinii artirmada trimetil
kitosana ve arap zamkina gore 10 kat daha etkin oldugu saptanmistir. Ticari suda

¢Oziinlir kitosanin ise candesartan-cilexetil ilacinin ¢Oziiniirliigiinii  artirmadigi
belirlenmistir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39 HPLC sonuglarindan elde edilen ¢oziiniirliik artis miktarlarinin
karsilastirilmasi

HPLC ile yapilan ¢oziliniirliik deneyi sonuglarina gore suda ¢oziinmeyen candesartan-
cilexetil ilacinin ¢Oziinlirliglnii artirmada siralamanin trimetil nanokitosan>trimetil
kitosan>arap zamki>ticari suda ¢Oziiniir kitosan seklinde oldugu belirlenmistir (Sekil

4.40).
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Sekil 4.40 Candesartan-cilexetilin ¢oziiniirliigiinii artirmada siralama

UV c¢oziniirlik deneylerinden elde edilen siiziintiide metanol varligit UV sonuglarinin
HPLC sonuglarina gére daha yiiksek ¢ikmasina neden olmustur. Trimetil kitosan ve
trimetil nanokitosan karsilastirildiginda  kitosanin  boyutu azaldikca ilacin

¢ozlinlirliigiiniin arttig1 belirlenmistir.
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4.4 Nanokitosanin hiicre canlihigina etkisi

Nanokitosan ve arap zamkiin 37°C’de 3 h inkiibasyonu sonucunda kalp kasi hiicre

canliligina etkisi Sekil 4.41°de goriilmektedir.
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Sekil 4.41.a. Nanokitosan, ve b. arap zamkinin hiicre canliligina etkisi

Nanokitosan; hiicrenin siireye bagli canliliginin korunmasini olumlu etkilemistir (Sekil
4.41). Amidi vd. (2006)’nin ¢alismasinda trimetil nanokitosanin Calu-3 hiicrelerine
toksik etki gostermedigi belirlenmistir. Trimetil nanokitosan ile hiicre canlilig1 deneyi

sonuglar1 Amidi vd. 2006 ile uyumludur. Trimetil nanokitosanin hiicre canliligina
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etkisinin arap zamkinin hiicre canlilifina etkisine gore daha iyi oldugu saptanmistir
(Sekil 4.42).
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Sekil 4.42 Nanokitosan ve arap zamkinin hiicre canliligina etkisinin karsilagtirtlmasi

4.5 Nanokitosanin Hiicreye Floresan boya (Fura-2) Girisine Etkisi

Hiicreye giremeyen bir floresan boyanin (Fura-2) hiicreye (memeli fibroblast kiiltiir
hiicresi; LTKS) girigine trimetil nanokitosan (10 pg/ml ve 100 pg/ml) ve trimetil kitosan
(100 pg/ml) etkisi incelenmis ve sonuglar Sekil 4.43°de gosterilmistir. Tiim 6rnekler
izolasyon sivisi ig¢indedir ve esit miktarda hiicre icermektedir. Hiicreler direk
nanokitosana maruz kaldiklarinda ya da tek basmna olduklarinda floresan 1sima
gozlenmemistir. Hiicre ve nanokitosan-hiicre siispansiyonu Fura-2 ile boyandiginda
nanokitosan-hiicre siispansiyonunda hiicreye fazla floresan boya yiiklendigi saptanmistir
(Sekil 4.43.a). 100 pg/ml nanokitosan derisimi ile ise yaklasik 2 kat Fura-2 yiiklendigi
gozlenmistir (Sekil 4.43.b). Nanokitosan derisiminin artmasi hiicreye floresan boya
yliklenmesini artirmistir (Sekil 4.43.c). Hiicre ve trimetil kitosan-hiicre siispansiyonu
Fura-2 ile boyandiginda trimetil kitosanin hiicreye Fura-2 yiiklenmesini etkilemedigi

saptanmustir (Sekil 4.43.d).
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Sekil 4.43.a.10 pg/ml nanokitosanin, b.100 pg/ml nanokitosanin, c.nanokitosan
derigsiminin, d.100 pg/ml trimetil kitosanin hiicreye floresan boya (Fura-2)
girigine etkisi

Trimetil nanokitosanin ve trimetil kitosanin hiicreye floresan boya girisine etkisi
karsilastirilmistir  (Sekil 4.44) Trimetil nanokitosan Fura-2 boyasinin hiicreye

yiliklenmesini kolaylastirmigtir.
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Sekil 4.44 Trimetil kitosanin (100 pg/ml) ve trimetil nanokitosanin (100 pg/ml)
Fura-2’nin hiicreye girisine etkilerinin karsilastiriimasi
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5. SONUCLAR

Bu doktora calismasinda; trimetil nanokitosanin suda iyi ¢dziinmeyen candesartan-
cilexetil ilacinin ¢oziiniirliigiine etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Calisma sirasiyla
suda iyi ¢Oziinen nanokitosan sentezi ve karakterizasyonu, ila¢ yiikleme ve ilag yiikli
orneklerin karakterizasyonu, nanokitosanin ilag ¢oziiniirliigline etkisinin saptanmasi,
nanokitosanin hiicre canliligina etkisinin belirlenmesi, nanokitosanin hiicreye Fura-2

floresan boyasinin girisine etkisinin incelenmesi agsamalarindan olusmaktadir.

I. Suda Iyi Céziinen Nanokitosan Karakterizasyon Bulgulari

1) FTIR analizi ile kitosana metil gruplarinin baglandigi belirlenmistir.

2) NMR analizi ile kitosana trimetil grubunun baglandigi saptanmistir. Sentezlenen
trimetil kitosanin kuaternizasyon derecesi % 60 olarak hesaplanmustir.

3) SEM analizi ile trimetil kitosanin boyutunun 1-3 pm arasinda oldugu belirlenmistir.
4) TEM analizi ile trimetil nanokitosan taneciklerinin %86’smin 250 nm’den kiiciik
oldugu saptanmuistir.

5) DLS analizi ile trimetil kitosanin etanoldeki ortalama boyutunun 1.4 pm, trimetil
nanokitosanin ortalama boyutunun ise etanolde 220 nm, HEPES’de 295 nm oldugu

belirlenmistir. Bu degerler yapilan TEM ve SEM sonuglari ile uyumludur.

1. ilag Yiiklii Orneklerin Karakterizasyon Bulgulari

1) Ultrasonik etki ve iyonik jellesme yontemleri ile sentezlenen ilag¢ yikli 6rneklerin

yiikleme etkinlikleri HPLC analizi ile % 66 olarak bulunmustur.

2) Ultrasonik etki ve iyonik jellesme yontemleri ile sentezlenen ilag yiiklii 6rneklerde
candesartan-cilexetilin trimetil nanokitosan ve trimetil kitosana fiziksel olarak

tutundugu FTIR analizi ile belirlenmistir.
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3) Candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan Orneklerinde ultrasonik etki
yonteminin iyonik jellesme yontemine gore kiiciik parcacik boyutu verdigi AFM analizi

ile belirlenmistir.

II1. Nanokitosanin ilag ¢oziiniirliigline etkisi

1) UV analizi sonuglarina gore kitosan ile candesartan-cilexetil ilacinin etkilesim siiresi
arttik¢a ilacin ¢ozlinilirliigii artmistir.

2) UV analizi ve HPLC analizi sonuglarina gore kitosan miktar1 arttikga ve kitosan
boyutu azaldikg¢a ilacin ¢oziinlirligl artmistir.

3) UV analizi ve HPLC analizi sonuglarina gdre suda iyi ¢oziinmeyen candesartan-
cilexetil ilacinin ¢ozinilirliigiini artirmada siralamanin trimetil nanokitosan>trimetil
kitosan>arap zamki> ticari suda ¢0ziiniir kitosan seklinde oldugu belirlenmistir.

4) Suda ¢o6ziinen nanokitosanin suda iyi ¢oziinmeyen candesartan-cilexetil ilacinin

¢Oziiniirliigini artirdig: (yaklasik 400 kat) saptanmustir.

IV. Hiicre canlilig1 sonuglari

1) Suda ¢6ziinen nanokitosanin hiicrenin siireye bagli canliliginin korunmasini olumlu
etkiledigi belirlenmistir.
2) Trimetil nanokitosanin hiicre canlilifina etkisinin arap zamki ile karsilastirildiginda

daha iyi oldugu goriilmiistiir.
V. Nanokitosanin hiicreye Fura-2 boyasinin girigine etkisi
1) Trimetil nanokitosan Fura-2 boyasinin hiicreye yiiklenmesini saglamistir.
2) Nanokitosan derisiminin artmast hiicreye Fura-2 yiiklenmesini artirmistir. 100

pg/ml  nanokitosan derisimi ile yaklasitk 2 kat floresan boya yliklendigi

gosterilmistir.

79



KAYNAKLAR

Amidi, M., Romeijn, S. G., Borchard, G., Junginger, H. E., Hennink W. E. and Jiskoot,
W. 2006. Preparation and characterization of protein-loaded N-trimethyl

chitosan nanoparticles as nasal delivery system. Journal of Controlled Release,
111, 107 -116.

Amidi, M., Romeijn, S. G., Verhoef, J. C., Junginger, H. E., Bungener, L., Huckriede,
A., Crommelin, D. J. A. and Jiskoot, W. 2007. N-Trimethyl chitosan (TMC)
nanoparticles loaded with influenza subunit antigen for intranasal vaccination:
Biological properties and immunogenicity in a mouse. Vaccine, 25, 144-153.

Anonymous. 2009. Web Sitesi: http:// www.rxlist.com/cgi/generic/candesar.htm,
Erigim Tarihi: 11 Eyliil 2009

Anonymous. 2010. Web Sitesi: http://en.wikipedia.org/wiki/Candesartan, Erigim
Tarihi: 12 Subat 2010

Avadi, M. R., Zohuriaan-Mehr, M. J., Younessi, P., Amini, M., Tehrani, M. R. and
Shafiee, A. 2003. Optimized Synthesis and Characterization of N-Triethyl
Chitosan. Journal of Bioactive and Compatible Polymers, 18, 469-479.

Bodmeier, R. and Paeratakul, O. 1989. Spherical Agglomerates of Water-Insoluble
Drugs. Journal of Pharmaceutical Sciences, 78, 11, 964-967

Britto, D., Campana-Filho, S. P. and Assis, O. B. G 2005. Mechanical Properties of
N,N,N-trimethylchitosan Chloride Films. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, 15, 2
142-145

Britto, D. and Assis, B.G.O. 2007. A novel method for obtaining a quaternary salt of
chitosan. Carbohydrate Polymers, 69, 305-310

Cagigal, E., Gonza’'lez, L., Alonso, R. M. and Jime nez, R. M. 2001. pKa determination
of angiotensin II receptor antagonists (ARA II) by spectrofluorimetry. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 26, 477-486

Chen, F., Zhang, Z. and Huang, Y. 2007. Evaluation and modification of N-trimethyl
chitosan chloride nanoparticles as protein carriers. International Journal of
Pharmaceutics, 336, 166173

Chung, Y,, Kuo, C. and Chen, C. 2005. Preparation and important functional properties
of water-soluble chitosan produced through Maillard reaction. Bioresource
Technology, 96, 1473—-1482

Ding, Y., Xia, X. and Zhang, C. 2006. Synthesis of metallic nanoparticles protected
with N,N,N-trimethyl chitosan chloride via a relatively weak affinity.
Nanotechnology, 17, 41564162

80



Duman, S. S. ve Senel, S. 2004. Kitosan ve veteriner alandaki uygulamalari. Veteriner
Cerrahi Dergisi 10(3-4), 62-72

Francis, M. F., Cristea, M., Yang, Y. and Winnik, F. M. 2005. Engineering
Polysaccharide-Based Polymeric Micelles to Enhance Permeability of
Cyclosporin A Across Caco-2 Cells. Pharmaceutical Research, 22,2, 209-219

Hamman, J. H. and Kotze, A. F. 2001. Effect of the Type of Base and Number of
Reaction Steps on the Degree of Quaternization and Molecular Weight of N-

Trimethyl Chitosan Chloride. Drug Development and Industrial Pharmacy,
27(5), 373-380

Hamman, J. H., Stander, M. and Kotze, A. F. 2002. Effect of the degree of
quaternisation of N-trimethyl chitosan chloride on absorption enhancement: in

vivo evaluation in rat nasal epithelia. International Journal of Pharmaceutics, 232,
235-242

He, W., Du, Y., Dai, W., Wu, Y. and Zhang, M. 2006. Effects of N-trimethyl Chitosan
Chloride as an Absorption Enhancer on Properties of Insulin Liquid Suppository
In Vitro and In Vivo. Journal of Applied Polymer Science, 99, 3, 1140-1146.

Jintapattanakit, A., Mao, S., Kissel, T. and Junyaprasert, V. B. 2008. Physicochemical
properties and biocompatibility of N-trimethyl chitosan: Effect of quaternization

and dimethylation. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics,
70, 2 563-571.

Kean, T., Roth, S. and Thanou, M. 2005. Trimethylated chitosans as non-viral gene
delivery vectors: Cytotoxicity and transection efficiency. Journal of Controlled
Release, 103, 643-653

Kim, D., Jeong, Y., Choi, C., Roh, S., Kang, S., Jang, M. and Nah, J. 2006a.
Pharmaceutical Nanotechnology Retinol-encapsulated low molecular water-

soluble chitosan nanoparticles. International Journal of Pharmaceutics, 319,
130-138.

Kim, D-G, Choi, C., Jeong, Y., Jang, M., Nah, J., Kang, S. and Bang, M. 2006b. All-
trans Retinoic Acid-Associated Low Molecular Weight Water-Soluble Chitosan
Nanoparticles Based on Ion Complex. Macromolecular Research, 14, 1, 66-72.

Lee, J., Cho, E. C. and Cho, K. 2004. Incorporation and release behavior of
hydrophobic drug in functionalized poly(D,L-lactide)-block—poly(ethylene
oxide) micelles. Journal of Controlled Release, 94, 323— 335

Li, D., Liu, L., Tian, K., Liu, J. and Fan, X. 2007. Synthesis, biodegradability and
cytotoxicity of water-soluble isobutylchitosan. Carbohydrate Polymers, 67, 40—
45

Mao, Z., Ma, L., Yan, J., Yan, M., Gao, C. and Shen, J. 2007. The gene transfection

81



efficiency of thermoresponsive N,N,N-trimethyl chitosan chloride-g-poly(N-
isopropylacrylamide) copolymer. Biomaterials, 28, 4488—4500.

Merisko-Liversidge, E., Liversidge, G. G. and Cooper E. R. 2003. Nanosizing: a
formulation approach for poorly-water-soluble compounds. European Journal of
Pharmaceutical Sciences, 18, 113—-120

Miao, J., Chen, G., Gao, C., Lin, C., Wang, D. and Sun, M. 2006. Preparation and
characterization of  N,0-carboxymethyl chitosan (NOCC)/polysulfone (PS)

composite nanofiltration membranes. Journal of Membrane Science, 280, 478—
484.

Miyabayashi, T., Okuda, T., Motohashi, M., Izawa, K. and Yashiki, T. 1996.
Quantitation of a new potent angiotensin II receptor antagonist, TCV-116, and

its metabolites in human serum and urine. Journal of Chromatography B, 677,
123-132

Plessis, L. H., Lubbe, J. Strauss, T. and Kotzé, A.F. 2010. Enhancement of nasal and
intestinal calcitonin delivery by the novel Pheroid™ fatty acid based delivery

system, and by N-trimethyl chitosan chloride. International Journal of
Pharmaceutics, 385, 1-2, 181-186.

Ozdemir, S., Ugur, M., Giirdal, H. and Turan, B. 2005. Treatment with AT1 receptor
blocker restores diabetes-induced alterations in intracellular Ca>" transients and

contractile function of rat myocardium, Archives of Biochemistry and
Biophysics, 435, 166—-174.

Portero, A., Remunan-Lopez, C. and Vila-Jato, J. L. 1998. Effect of chitosan and
chitosan glutamate enhancing the dissolution properties of the poorly water
soluble drug nifedipine. International Journal of Pharmaceutics, 175, 75-84

Qutab, S. S.,, Razzaq, S. N., Ashfaq, M., Shuja, Z. A. and Khan, 1. U. 2007. Simple and
sensitive LC-UV method for simultaneous analysis of hydrochlorothiazide and

candesartan cilexetil in pharmaceutical formulations. Acta Chromatographica,
19, 119-129

Satturwar, P., Edine, M. N., Ravenelle, F. and Leroux, J. C. 2007. pH-responsive
polymeric micelles of poly(ethylene glycol)-b-poly(alkyl(meth)acrylate-co-
methacrylic acid): Influence of the copolymer composition on self-assembling
properties and release of candesartan- cilexetil. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 65, 379-387

Sayin, B., Somavarapu, S., Li, X. W., Thanou, M., Sesardic, D., Alpar, H. O. and Senel,
S. 2008. Pharmaceutical Nanotechnology Mono-N-carboxymethyl chitosan
(MCC) and N-trimethyl chitosan (TMC) nanoparticles for non-invasive vaccine

delivery. International Journal of Pharmaceutics, 363, 1-2, 139-148

Serajuddin, A. T. M. 1999. Solid dispersion of poorly water-soluble drugs: Early

82



promises, subsequent problems, and recent breakthroughs. Journal of
Pharmaceutical Sciences, 88(10), 1058-1066

Sieval, A. B., Thanou, M., Kotze, A.F., Verhoef, J. C., Brussee, J. and Junginger, H. E.
1998. Preparation and NMR characterization of highly substituted N-trimethyl
chitosan chloride. Carbohydrate Polymers, 36, 157-165.

Stenhoff, H., Lagerstro"m, P. and Andersen, C. 1999. Short communication
Determination of candesartan cilexetil, candesartan and a metabolite in human
plasma and urine by liquid chromatography and fluorometric detection. Journal
of Chromatography B, 731, 411417

Snyman, D., Hamman, J. H., Kotze, J. S., Rollings, J. E. and Kotze, A. F. 2002. The
relationship between the absolute molecular weight and the degree of
quaternisation of N-trimethyl chitosan chloride. Carbohydrate Polymers, 50 (2),
145-150.

Subba Rao, D. V., Radhakrishnanand, P., Suryanarayana, M. V. and Himabindu, V.
2007. A Stability-Indicating LC Method for Candesartan Cilexetil.
Chromatographia, 66, 499-507

Thanou, M., Verhoef, J. C., Romeijn, S. G., Nagelkerke, J. F., Merkus, F. W. H. M and
Junginger, H. E. 1999. Effects of N-trimethyl chitosan chloride, a novel
absorption enhancer, on Caco-2 intestinal epithelia and the ciliary beat frequency
of chicken embryo trachea. International Journal of Pharmaceutics, 185, 73—82

Thanou, M., Verhoef, J. C., Marbach, P. and Junginger, H. E. 2000a. Intestinal
Absorption of Octreotide: N-Trimethyl Chitosan Chloride (TMC) Ameliorates

the Permeability and Absorption Properties of the Somatostatin Analogue In
Vitro and In Vivo. J. Pharm. Sci., 89, 951-957.

Thanou, M., Florea, B. 1., Langemeyer, M. W. E., Verhoef, J. C. and Junginger, H. E.
2000b. N-Trimethylated Chitosan Chloride (TMC) Improves the Intestinal
Permeation of the Peptide Drug Buserelin In Vitro (Caco-2 Cells) and In Vivo
(Rats). Pharmaceutical Research,17, 1.

Thanou, M., Verhoef, J. C., Verheijden, J. H. M. and Junginger, H. E. 2001. Intestinal
Absorption of Octreotide Using Trimethyl Chitosan Chloride: Studies in Pigs.
Pharmaceutical Research, 18, 6, 823-828

Turan, B. 2002. Anjiotensin Reseptor Antagonistlerinin Deneysel Diyabetik Sigan Kalbi
Elektriksel Aktivitelerine Etkileri, BAP Projesi Kesin Raporu, Proje No: 2001-
08- 09-061, 1-19

Vila, A., Sanchez, A., Janes, K., Behrens, 1., Kissel, T., Jato, J. L. V. and Alonso, M. J.
2004. Low molecular weight chitosan nanoparticles as new carriers for nasal
vaccine delivery in mice. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, 57, 123—131.

83



Yang, T., Chou, C. and Li, C. 2002. Preparation, water solubility and rheological
property of the N- alkylated mono or disaccharide chitosan derivatives. Food
Research International, 35, 707-713.

Yao, Z., Zhang, C., Ping, Q. and Yu, L. 2007. A series of novel chitosan derivatives:
Synthesis, characterization and micellar solubilization of paclitaxel.
Carbohydrate Polymers, 68,781-792

Yaras, N., Bilginoglu, A., Vassort, G. and Turan, B. 2007. Restoration of diabetes-
induced abnormal local Ca**release in cardiomyocytes by angiotensin I
receptor blockade. Am J Physiol Heart Circ Physiol 292: 912-920

Yokoyama, M., Opanasopit, P., Okano, T., Kawano, K. and Maitani, Y. 2004. Polymer
Design and Incorporation Methods for Polymeric Micelle Carrier System
Containing Water-insoluble Anti-cancer Agent Camptothecin. Journal of Drug
Targeting, 12, 6, 373-384

Zhang, C., Qineng, P. and Zhang, H. 2004. Self-assembly and characterization of
paclitaxel-loaded N-octyl-O-sulfate chitosan micellar system. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 39, 69-75

Zhang, C., Qu, G., Sun, Y., Wu, X,, Yao, Z., Guo, Q., Ding, Q., Yuan, S., Shen, Z.,
Ping, Q. and Zhou, H. 2008. Pharmacokinetics, biodistribution, efficacy and

safety of N-octyl-O-sulfate chitosan micelles loaded with paclitaxel.
Biomaterials, 29, 9, 1233-1241

Zhou, X., Hu, Y., Tian, Y. and Hu, X. 2009. Effect of N-trimethyl chitosan enhancing

the dissolution properties of the lipophilic drug cyclosporin A. Carbohydrate
Polymers, 76, 2, 285-290

84



EKLER
EK 1 a. Trimetil kitosanin etanolde, b. Trimetil nanokitosanin etanolde, c. Trimetil
nanokitosanin HEPES tampon ¢6zeltisinde biiyiikliik dagilim degerleri
EK 2. a. Trimetil kitosanin, b. Trimetil nanokitosanin suda biiyiikliik dagilim degerleri

EK 3 Candesartan-cilexetil/candesartan yiiklii 6rneklerin en biiyiik tane boyutu
degerleri

EK 4 Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanin tanecik ortalama boyutlarinin ve PDI
degerlerinin (DLS) stireli yayinlarla karsilastirilmast

EK 5 Trimetil kitosanin kromatogrami
EK 6 Trimetil nanokitosanin kromatogrami

EK 7 Ultrasonik etki yontemi ile hazirlanan candesartan-cilexetil yikli trimetil
kitosan

EK 8 Ultrasonik etki yontemi ile hazirlanan candesartan yiiklii trimetil kitosan

EK 9 Trimetil kitosanin 1 ve 3 giin siireyle candesartan-cilexetil
ilacinin ¢oziintirliigiine etkisi

EK 10 Trimetil kitosanin 1 ve 3 giin siireyle candesartan-cilexetil ilacinin
¢Oziiniirliigiine etkisi

EK 11 1 ve 3 giin siireyle candesartan-cilexetil ilacinin ¢oziiniirliigline arap zamki
etkisi

EK 12 Ticari suda ¢oziiniir kitosanin 1 ve 3 giin siireyle candesartan-cilexetil
ilacinin ¢oziiniirliigiine etkisi

EK 13 1 ve 3 giin siire ile UV ile yapilan ¢oziiniirliik deneylerinden elde edilen
artis miktarlarinin karsilastirilmasi

EK 14 Ilag yiiklii trimetil nanokitosan érneklerinin sudaki ¢ozeltisi
analizlendiginde ilacin alikonma stiresi ve alan degerleri

EK 15 Tlag yiiklii trimetil kitosan &rneklerinin sudaki ¢dzeltisi analizlendiginde
ilacin alikonma stiresi ve alan degerleri

EK 16 Arap zamki maddesinin kromatogrami

85



EK 17 llag yiiklii arap zamk1 6rneklerinin sudaki ¢ozeltisi analizlendiginde
ilacin alikonma siiresi ve alan degerleri

EK 18 Ticari suda ¢oziiniir kitosanin kromatogrami

EK 19 Ilag yiiklii ticari suda ¢dziiniir kitosan drnekleri suda analizlendiginde
ilacin alikonma siiresi ve alan degerleri

EK 20 UV sonuglar1 ve HPLC sonuglarinin karsilastirilmasi

86



EK 1. a. Trimetil kitosanin etanolde, b. Trimetil nanokitosanin etanolde, c. Trimetil
nanokitosanin HEPES tampon ¢6zeltisinde biiyiikliik dagilim degerleri
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EK 2. a. Trimetil kitosanin, b. Trimetil nanokitosanin suda biiyiikliik dagilim degerleri
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EK 3 Candesartan-cilexetil/candesartan yiikli 6rneklerin en biiylik tane boyutu

degerleri
Ornek En biiyiik tane boyutu
Ultrasonik etki yontemi ile candesartan-cilexetil yiikli 93 nm
trimetil kitosan
Ultrasonik etki ile candesartan-cilexetil yikli trimetil 73 nm
nanokitosan
Iyonik jellesme teknigi ile candesartan-cilexetil yiiklii 190 nm
trimetil nanokitosan
Candesartan-cilexetil 244 nm
Ultrasonik etki yontemi ile candesartan yiiklii trimetil kitosan 100 nm
Ultrasonik etki ile candesartan yiiklii trimetil nanokitosan 35 nm
Candesartan 109 nm
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EK 4 Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanin tanecik ortalama boyutlarinin ve PDI
degerlerinin (DLS) siireli yaynlarla karsilagtirilmasi

Deney ve siireli yayimlarin Ortalama boyut PDI
karsilastirmast
Amidi vd. 2006 254 +/-9 nm 0.157
TMC nanotanecigi
Chen vd. 2007
DQ33 240 +/-10 nm 0.215
DQ37 218 +/-9 nm 0.193
TMC nanotanecigi
TMC+etanol+Ultrasonik banyo 1484 nm 0.43
NanoTMC+etanol+Ultrasonik prob 220 nm 0.61
NanoTMC+HEPES+Ultrasonik prob 295 nm 0.71
TMC+su+Ultrasonik prob 220 nm 0.53
1-3 mikron SEM sonucu
NanoTMC+su 7.5 nm 0.44
Nano TMC+su+Ultrasonik prob 6.5 nm 0.72
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Yanit

EK

5 Trimetil kitosanin kromatogrami
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Yanit

EK 6 Trimetil nanokitosanin kromatogrami

VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000093.D)
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Yanit

EK 7 Ultrasonik etki yontemi ile hazirlanan candesartan-cilexetil yiikli trimetil
kitosan

VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000345.D)
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Yanit

EK 8 Ultrasonik etki yontemi ile hazirlanan candesartan yiiklii trimetil kitosan

VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000293.D)
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EK 9 Trimetil kitosanin 1 ve 3 giin siireyle candesartan-cilexetil ilacinin
¢Oziiniirliigline etkisi

Trimetil kitosan | Absorbans | Absorbans | Coziiniirliik [Coziiniirliik
miktar1 (mg) 1 glin 3 giin 1 glin 3 giin
80 0,389 0,520 0,128 0,172
60 0,334 0,362 0,108 0,112
40 0,151 0,315 0,048 0,100
20 0,022 0,177 0,0040 0,048
0 0,010 0,016 0,0032 0,0032
Artig 512 688
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EK 10 Trimetil kitosanin 1 ve 3 giin silireyle candesartan-cilexetil ilacinin
¢Oziiniirliigiine etkisi

Trimetil nanokitosan | Absorbans| Absorbans | Coziiniirliikk | Coziiniirliik

miktar1 (mg) 1 glin 3 giin 1 glin 3 giin

80 0,437 0,455 0,136 0,148

60 0,263 0,381 0,1 0,12

40 0,210 0,245 0,068 0,08

20 0,102 0,147 0,032 0,048

0 0,010 0,016 0,0032 0,003

Artis 544 592
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EK 11 1 ve 3 giin siireyle candesartan-cilexetil ilacinin ¢ozlniirliigiine arap zamki

etkisi
Arap zamki | Absorbans| Absorbans Coziiniirlik Coziiniirlik
miktar1 (mg) 1 glin 3 giin 1 glin 3 giin
80 0,096 0,154 0,035 0,048
60 0,093 0,106 0,035 0,036
40 0,017 0,042 0,0032 0,008
20 0,012 0,040 0,0032 0,008
0 0,010 0,027 0,0032 0,004
Artig 140 192
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EK 12 Ticari suda ¢oziiniir kitosanin 1 ve 3 giin siireyle candesartan-cilexetil
ilacinin ¢oziiniirliigiine etkisi

Ticari suda ¢oziinlirf Absorbans Absorbans | Coziiniirliik | Coziintirlik
kitosan miktar1 1 giin 3 giin 1 gilin 3 gilin
(mg)
80 0,161 0,154 0,052 0,048
60 0,136 0,130 0,044 0,044
40 0,116 0,112 0,036 0,036
20 0,059 0,104 0,016 0,0064
0 0,010 0,019 0,0016 0,0032
Artig 208 192
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EK 13 1 ve 3 giin siire ile UV ile yapilan ¢oziiniirliilk deneylerinden elde edilen
artis miktarlarinin karsilastirilmasi

1 glin 3 glin
Artig Artis
T™C 512 688
NTMC 544 592
Arap zamki 140 192
Ticari suda 208 192
¢Ozliniir kitosan
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EK 14 Ilag yiiklii trimetil nanokitosan drneklerinin sudaki ¢ozeltisi
analizlendiginde ilacin alikonma siiresi ve alan degerleri

Trimetil nanokitosan [lacin Alan
miktari alikonma
(mg) stiresi
0 2.1 71
20 2.7 10359
40 2.7 26284
60 2.7 29748
80 2.7 28120
Artig 392
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EK 15 llag yiiklii trimetil kitosan rneklerinin sudaki ¢ozeltisi analizlendiginde
ilacin alikonma stiresi ve alan degerleri

Trimetil kitosan [{lacin alikonma Alan
miktari(mg) stiresi
0 2.1 71
20 2.4 1052
40 2.4 1123
60 2.4 1052
80 2.4 3862
Artis 54
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EK 16 Arap zamki maddesinin kromatogrami

VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000110.D)
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EK 17 llag yiiklii arap zamk1 6rneklerinin sudaki ¢ozeltisi analizlendiginde
ilacin alikonma siiresi ve alan degerleri

Arap zamki [lacin alikonma Alan
(mg) siiresi
0 2.1 71
20 23 242
40 23 750
60 23 579
80 23 2193
Artig 31
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EK 18 Ticari suda ¢oziiniir kitosanin kromatogrami

VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANI 0000080.D)

Yanit
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EK 19 Ilag yiiklii ticari suda ¢dziiniir kitosan &rnekleri suda analizlendiginde
ilacin alikonma stiresi ve alan degerleri

Ticari suda [lacin alikonma Alan
¢Oziiniir kitosan siiresi
(mg)
0 2.1 71
20 2.7 11
40 2.7 7.9
60 2.7 11.3
80 2.7 7.9
Artig Azalma
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EK 20 UV sonuglar1 ve HPLC sonuglarinin karsilastirilmasi

UV (1 giin) HPLC
Artig Artis
NTMC 544 392
TMC 512 54
Arap zamki 140 31
Ticari suda 208 Azalma
¢Oziiniir kitosan
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