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NANOBIYOTEKNOLOJIDE HEDEFLENDIRILEBILEN MUKOZAYA
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Mukozaya yapisabilen ilag salim sistemlerinin en 6nemli avantajlar1 ilacin sistemik
dolagima gegirgenliginin ve ilacin biyoyararlaniminin artmasini saglamaktir. Bu nedenle,
mukozal membranlar yoluyla ilag tasiyici sistemler olarak yaygim kullanilan mukoadezif
polimerler, toksik olmayan, biyouyumlu ve ekonomik olmasinin yaninda etkin ve giivenli bir
mukoadezif ila¢ salim sistemi gelistirmek i¢in gerekli olan bazi1 molekiiler karakteristiklere de

sahip olmalidirlar.

Bu tez ¢alismasinda biyouyumlu, biyobozunabilir, toksik olmayan, mukozal membran
yoluyla ilag tasimaya uygun karakteristiklere sahip yeni mukoadezif ilag tasiyici sistemlerin
sentezi, karakterizasyonu ile nanoformiilasyonlarin hazirlanmasi ve 6zelliklerinin incelenmesi

amaglandi.

Bu amagla oncelikle farmasotik uygulamalarda ilag tasiyici olarak siklikla kullanilan
biyopolimer olan kitosan (Chi) diisiik molekiil agirlikli Chi {irtinii (DChi) elde etmek i¢in
depolimerize edildi. DChi hiicre membrani ile etkilesimi yiiksek palmitik asit (PA) ile ilk defa
modifiye edilerek palmitoil kitosan (DChi-PA) sentezlendi ve karakterize edildi. Takiben

DChi-PA iiriiniine mukoadezif 6zelligi kazandirmak i¢in de ilk defa tiyoglikolik asit (TGA) ile
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konjugat1 tiyollenmis palmitoil kitosan (TGA-DChi-PA) iiriinleri sentezlendi ve karakterize
edildi. Uriinlerin nanopartikiil formiilasyonlar: iyonik jelasyon yontemi ile hazirlands, in vitro
sitotoksisite analizi ve mukoadezyon &zellikleri degerlendirildi. Uriinlerin molekiiler
yapilarinin aydinlatilmasi Fourier Dontistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) ve Proton
Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (‘*H NMR) analizleri ile gerceklestirildi. TGA-
DChi-PA iiriiniin yapisindaki tiyol grubu miktari iyodimetrik titrasyon yontemi ile tayin edildi.
Uriinlerin nanopartikiil formiilasyonlarinm Kkarakterizasyonu Dinamik Isik Sacilimi Analizi
(DLS) yontemi ile partikiil boyutu (nm), polidisperslik indeksi (PDI) ve zeta potansiyeli (mV)
degerleri Olgiilerek gergeklestirildi. In vitro sitotoksisite 6zellikleri MTT yontemi ile insan
embriyonik bdbrek hiicre hatti (HEK293) kullanilarak incelendi. Uriinlerin mukoadezyon
ozelligi ex vivo koyun nazal mukozal membran ve in vitro 0,20 pm seliiloz asetat membran
filtre tizerine iki ayr1 uygulama ile Texture analiz yontemi ile degerlendirildi. Nanopartikiil
formiilasyonlarin mukoadezif &zelliginin degerlendirilmesi ex vivo koyun nazal mukozal

membran yiizeyinde nanopartikiillerin alikonmasi/yikama metodu ile gergeklestirildi.

Bu tez ¢alismasinda gergeklestirilen ex vivo ve in vitro uygulamalar neticesinde yeni
DChi-PA(w0,25) triiniin hiicre penetrasyonu arttirici etkisinin yaninda mukoadezyonu da
arttirdig1 yapiya tiyol grubunun katilmasiyla sentezlenen yeni TGA-DChi-PA.0,25) konjugat

iriiniin ise mukoadeziflik 6zelligini daha da iyilestirdigi gortildii.

Sonug olarak ilk defa bu c¢alismada sentezlenen yeni TGA-DChi-PA:.025 esasl
nanopartikiil formiilasyonun nanobiyoteknolojide mukozal membran yoluyla biyouyumlu,

toksik olmayan bir mukozaya yapisabilir nanotastyici olarak biiyiik 5nem tasiyacag: asikardir.

Kasim 2024, 112 sayfa.

Anahtar kelimeler: Kitosan, palmitoil kitosan, tiyollenmis kitosan, mukozaya yapisabilir

nanopartikiiler sistemler
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The most important advantages of the mucoadhesive drug delivery systems are to
provide increased permeability of drug into the systemic circulation and bioavailability of the
drug. Therefore, mucoadhesive polymers, which were extensively used as drug delivery
systems via mocasal membranes, besides being non-toxic, biocompatible and economical must
possess some molecular characteristics required to develop an effective and safe mucoadhesive

drug delivery system.

In this thesis study, it was aimed that synthesis and characterization of the novel
biocompatible, biodegradable, non-toxic, mucoadhesive drug carrier systems, which have
suitable characteristics for drug carrying via mucosal membrane, and preparation of their

nanoformulations and investigation of their properties.

XX



For this purpose, firstly, Chitosan (Chi), which is a biopolymer frequently used as drug
carrier in the pharmaceutical applications, was depolymerized to obtain low molecular weight
Chi product (DChi). To obtain the palmitoyl chitosan (DChi-PA), DChi was modified with
palmitic acid (PA), which has high interaction with cell membrane, and characterized for the
first time. Then, to gain the mucoadhesiveness to DChi-PA product, its conjugate TGA-DChi-
PA was synthesized by the reaction with thioglycolic acid (TGA) and characterized, for the first
time. Nanoparticle formulations of the products were prepared by ionic gelation method, their

in vitro cytotoxicity analysis and mucoadhesion properties were evaluated.

Characterization of the molecular structures of the products were realized by Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Proton Nuclear Magnetic Resonance
Spectroscopy (*H NMR) analyses. The amount of thiol group in the structure of the TGA-DChi-
PA product was determined by iodimetric titration method. Characterization of the nanoparticle
formulations of the products were realized using Dynamic Light Scattering Analysis (DLS)
method by measuring their particle size (nm), polydispersity index (PDI) and zeta potential
(mV) values. In vitro cytotoxicity properties were investigated by using MTT assay on human
embryonic kidney cell line (HEK293).

The mucoadhesion properties of the products were evaluated by Texture analysis
method with two separate applications on ex vivo sheep nasal mucosal membrane and in vitro
0.20 pm cellulose acetate membrane filter. The evaluation of nanoparticle formulations was
evaluated by the retention/rinse method of nanoparticles on the ex vivo sheep nasal mucosal

membrane surface.

As a result of the ex vivo and in vitro applications carried out in this thesis study, it was
observed that the new DChi-PAw0,25) product increased mucoadhesion in addition to its cell
penetration enhancing effect and that the new TGA-DChi-PA(.0.25 conjugate synthesized by
adding the thiol group to the structure further improved the mucoadhesiveness property. In
conclusion, it is obvious that the nanoparticle formulation based on TGA-DChi-PA.0,25)
synthesized in this study for the first time, will be great importance as a biocompatible non-

toxic mucoadhesive nanocarrier via mucosal membrane in the nanobiotechnology.

November 2024, 112 pages.

Keywords: Chitosan, palmitoyl chitosan, thiolated chitosan, mucoadhesive nanoparticle

systems
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1. GIRIS

Nanoteknoloji bilimi dogal, sentetik, yar1 sentetik polimerler, lipitler ve metallerden
olusan nanometre 6l¢eginde malzemelerin gelistirilmesiyle enerji, elektronik, malzeme bilimi,
biyomedikal ve daha bir¢ok alanda gelisim gostermektedir. Biyomedikal alanda nano dlgekli
tibbi araclarin gelistirilmesinde, goriintiilemede, hastaliklarin teshis edilmesinde, doku

miithendisliginde ve ilaglarin hedef bolgeye tasinmasinda uygulama alani bulmaktadir [1].

Nanopartikiillerin tasarlanabilir molekiil yapist ve ylizey Ozelliklerine sahip olmasi
istenilen bolgeye/dokuya hedeflendirilebilmesini saglamakla birlikte stabilite arttirici etkisi ile
de ilacin toksik etkisini azaltmakta ve kanda dolasim siiresini arttirarak biyoyararlanimini
arttirmak gibi birgok avantaj saglamaktadir. ilacin hedeflenen bélgede farmakolojik etki
gosterebilmesi i¢in, oral, parenteral ve mukozal (nazal, gastrointestinal, okiiler, vajinal) gibi

cesitli uygulama yontemleri kullanilmaktadir [2,3].

Mukoza ylizeyinden ila¢ tasinmasi, mukozal membran yapisinda yogun kan
damarlarinin bulunmasiyla ilacin kolayca kan dolasimina emiliminin saglanabilmesi, acisiz
olmasi, hastaya kolay uygulanabilir olmasi 6nemini arttirmaktadir. Mukozaya yapisabilirlik
(mukoadezyon) sentetik, yar1 sentetik veya dogal polimerlerin mukozal membranlara
yapisabilme/adezyon yetenegi olarak ifade edilmektedir. Mukoadezyonun gerceklesmesiyle
mukozal membran yiizeyi ile ilag tasiyici nanopartikiiler sistem arasindaki etkilesim neticesinde
nanopartikiiler sistemin temas siiresinin uzamasini saglayarak etken maddenin mukozal
membran ylizeyinde alikonmasmi boylelikle terdpatik etkisini arttirmaktadir. Ayrica

hedeflenen bolgede maksimum dozda kontrollii ve uzatilmis salim gergeklestirilebilmektedir

[4]

Bu tez ¢alismasinda biyouyumlu, biyobozunabilir, toksik olmayan, mukozal membran
yoluyla ila¢ tasimaya uygun karakteristiklere sahip yeni mukoadezif ilag tasiyici sistemlerin
sentezi, karakterizasyonu ile nanoformiilasyonlarin hazirlanmasi ve 6zelliklerinin incelenmesi

amaglandi.



Bu amag¢ dogrultusunda baslangi¢ polimeri olarak yari sentetik polimerlerden olan
biyouyumlu, biyobozunur ve mukoadezif oOzellikteki farmasotik teknolojilerde ilag/gen
tasimada yiiksek basar1 gosteren biyopolimer olan kitosan (Chi) tercih edildi. Literatiir
arastirma neticesinde hiicre membran yapisinda bulunan lipitlerden olan palmitik asit (PA)
molekiiliiniin Chi’ 1n yapisina katilmasiyla hiicre penetrasyonunu arttirict etkisi goriilmekle
birlikte mukoadezyon arttirici etkisi de oldugu belirtilmistir [5—7]. Bu tez kapsaminda dncelikle
kaynaklarda rastlanmayan Chi’ in depolimerizasyonu ile kii¢iik molekiillii kitosan yapilarin
(DChi) eldesi gergeklestirildi, takiben PA’ in DChi ile reaksiyonu sonucu palmitoil kitosan
(DChi-PA) modifikasyon iiriinii hazirlandi. Mukoadezif 6zelliginin daha da iyilestirilmesi
amactyla musin yapist ile disiilfit kovalent bag olusumu tizerinden mukoadezyonu arttirici
etkisi kesinlesmis tiyol gruplarinin [8,9] DChi yapisina katilmasi amaciyla DChi-PA {irlinii
tiyoglikolik asit (TGA) ile tiyollenme reaksiyonu sonucu ilk defa bu tez ¢alismasinda elde
edilen tiyollenmis palmitoil kitosan {iriinii baska deyisle konjugati (TGA-DChi-PA)

sentezlendi. Tum uriunler karakterize edildi.

Chi’ 1n ortalama molekiil agirligi ve dagilimi Jel Gegirgenlik Kromatografisi (GPC)
yontemi ile 6lgiildii. Modifikasyon {iriinlerin molekiil yapilarinin aydinlatilmasi i¢in FTIR ve
'H NMR analiz yéntemleri kullanildi ve reaksiyonlarin basarili olarak gergeklestigi dogruland.
TGA-DChi-PA iriiniin tiyol grubu miktar1 iyodimetrik titrasyon yontemi ile hesaplandi.
Uriinlerin nanopartikiiler formiilasyonlar1 iyonik jelasyon yontemi ile hazirlandi ve
formiilasyonlarin karakterizasyonu Dinamik Isik Sacilimi Analizi (DLS) yontemi ile partikiil
boyutlar1 (nm), polidisperslik indeksi (PDI) ve zeta potansiyeli (mV) degerleri olarak
gerceklestirildi. Nanopartikiiler formiilasyonlarin in vitro sitotoksisite dzellikleri (MTT) analiz
yontemi ile HEK293 hiicre hattinda degerlendirildi. Uriinlerin mukoadezif 6zelligi ex vivo
koyun nazal mukozal membran ve in vitro 0,20 um seliiloz asetat membran filtre tizerine iki
ayr1 uygulama ile Texture analiz yontemi ile degerlendirildi. Nanopartikiil formiilasyonlarin
degerlendirilmesi ex vivo koyun nazal mukozal membran yiizeyinde nanopartikiillerin

alikonmasi/yikama metodu ile degerlendirildi.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. MUKOADEZYON

Adezyon genel anlamda iki ylizeyin birbirine baglanmasi olarak ifade edilen bir
kavramdir. Biyoyapisabilirlik veya biyoadezyon terimi ise dogal veya sentetik polimerlerin
biyolojik ylizeylere (yumusak dokuya sahip epitel hiicreler) baglanmasi veya yapismasi olarak
ifade edilmektedir. Mukozaya yapisabilirlik veya mukoadezyon ise esas olarak
biyoyapisabilirlik/ biyoadezyon ile ayn1 anlamda olup daha spesifik deyisle sentetik veya dogal
polimerlerin nazal, ag1z, vajina, gastrointestinal (GI) sistem gibi mukus yapisina sahip mukozal

membranlara yapisabilme/adezyonu yetenegi olarak tanimlanir [10].

Mukoadezyon teorisi ilk olarak 1980° li yillarin baslarinda kontrollii ilag salim
sistemlerin uygulanmasi ile tanimlanmistir. Tasiyici sistemin mukozal membran iizerine
adezyonunun ve penetrasyonunun saglanmasi, mukozal membran iizerinde temas siiresini
uzatmast ve en Onemlisi de etken maddenin penetrasyonunu ve biyolojik olarak korunarak
biyoyararlanimini arttirmasi ile ila¢ tasima sistemlerinde biyo ve mukoadezyon kavramlari

onem kazanmistir [4,11-13].

Mukoza ylizeyinden ilag taginmasi, mukozal membran yapisinda yogun kan
damarlarinin bulunmasiyla ilacin kolayca kan dolasimma emiliminin saglanabilmesi,
agri/acisiz ve hastaya kolay uygulanabilir olmasi mukozal yoldan ila¢ tasimanin 6nemini
arttirmaktadir. Ayrica geleneksel ila¢ uygulamada en ¢ok tercih edilen oral yol uygulamasiyla
ilaclarin GI sistemde enzimatik ve kimyasal bozunmaya ugramasi sebebiyle terapdtik etkisi
kisitlanmaktadir. Epitelyum dokuyu orten ve koruyan mukoza tabakasi ilacin lokalize olmasini
ve dolagim sistemine emilimini engeller. Bu giicliiklerin {istesinden gelmek i¢in ilag tasiyici
sistem olarak kullanilan polimerler etken maddeleri bozunmaya kars1 korurken, aynt zamanda
biyoyapisabilir polimerler tercih edilerek de mukozal membran engelinin olusturdugu sorunlar
coziilebilmektedir. Bdoylelikle, etken maddenin tedavi etkisini saglamasi icin hedeflenen
bolgede  maksimum dozda  kontrolli =~ ve istenilen siire igerisinde  salimi
gerceklestirilebilmektedir. Uygulama yontemi olarak kolaylik saglamasi ve ilag alim sikligin

azaltmasi ile de hastaya uyumlulugunu iyilestirmektedir [4,14].



2.1.1. Mukozal Membran Yapisi

Mukozal membran veya mukoza olarak ifade edilen yapi1 viicudun disar1 agilan
kisimlarinda bulunan ve i¢ organlarin yiizeyini kaplayan bir zar tliriidiir. Mukozal membran
epitel dokuyu mikrobial ve fiziksel zararlardan korumaktan sorumludur. Mukozal membrani
olusturan en dnemli yap1 mukus olarak ifade edilmektedir. Mukus solunum yolu, GI ve lireme
sistemi dahil olmak tizere viicudun nemli bolgelerinde epitel ylizeyini yaglayan biyolojik bir
hidrojeldir. Bu yap1 epitel yiizeyini kayganlastirici etkisiyle fiziksel zararlardan korudugu gibi
toksinler, agir metaller, virlisler, parazitler gibi yabanci ve zararli maddeleri yakalayip
engellerken su, gaz, hormon, besin gibi belirli molekiiler yapilarin taginmasina, degistirilmesine
izin veren dinamik fizikokimyasal yar1 gecirgen bariyer gorevine de sahiptir [15,16]. Mukus
omrii veya temizlenme siiresi dakikalar ve saatlerle ifade edilirken bu kisa zaman diliminde
mukus tabakasinin dokiilme, atilma veya sindirilmesi ile yok olurken epitelyum dokunun yeni
mukus yapisi olusturmastyla yenilenir. Bu nedenle biyolojik veya sentetik partikiillerin, hedef

bolgelerine ulagsmak i¢in mukusa dogal dongiiden daha hizli niifuz etmeleri gerekmektedir

[15,17,18].

Mukus %95 i su ve %5’ lik kismi ise %0,5-1" i elektrolitler, %1-2’ i lipidler, %0,5 i
kiictik proteinler, %1-5" i biiyiik glikoprotein yapisindaki musin, enzimler ve bakterilerden
olusan karmasik sulu bir sividir. Mukusun birincil en 6nemli yapist musindir ve farkli
glikoprotein igerigine sahip yaklasik %80’ 1 glikozlanmis proteinlerden olusan yapilar
icermektedir [18-21]. Glikoprotein zinciri esnek ve rastgele sarmal yapi ile orgii seklinde
morfolojiye sahiptir ve molekiil agirligi 40 MDa’ dan 0,5 MDa’ na kadar ¢esitlilik gostermekte
olup mukus salgisinin hidrasyon, kayganlastirici, viskoelastik 6zelliklerinden ve mukozaya
yapisabilirlikten sorumlu olan kismidir [12,21]. Musin amin ve karboksil sonlu protein zincir
yapisinda proline, threonine ve/veya serin molekiillerinin degisen sayilarda tekrar etmesi ile
birlikte zincir boyunca sisteince zengin kisimlarin dagilmis halde bulundugu yapidir. Sisteince
zengin bolgelerde bulunan yiiksek siyalik asit ve siilfat igerigi sulu kosullar altinda

iyonizasyonu sonucu molekiil i¢i itmeye sebep olan negatif yiike sahiptir (Sekil 2.1) [18,22].
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Sekil 2.1: Mukoadezyondan sorumlu mukus ve musin yapisi [19].

Mukozal membran bulundugu dokuya bagh olarak farkli pH, enzim, yiizey alanina,
bakteri ve farklt musin yapisi icerdiginden dolay1 hedeflenen bdlgeye uygun tasima sisteminin
tasarlanmas1 gerekmektedir [23]. Mukozal membran yoluyla ila¢ tasimada uygulanacak
yerlerin (goz, agiz boslugu, GI, vajina, burun boslugu vb.) yapismnin bilinmesi Snem

tagimaktadir. Asagida bunlara iligkin bilgiler 6zetlenmistir.

Goz; anatomisi geregi inorganik tuzlar ve pH degeri 7,3-7,7 gozyasi salgisi
icermektedir. Goz kapaklarinin siirekli agilip kapanmasiyla olusturdugu basing igerisine giren
yabanci bir maddeyi uzaklastirmaktadir. Bu durum topikal ila¢ salim sistemlerini basarili bir
sekilde uygulamay1 giiglestirdiginden ilacin etkinligini arttirmak i¢in kitosan, poli(akrilik asit),
poloksomer metil seliiloz, hidroksi etil seliilloz, poli(amidoamin), dendrimerler, poli(vinil

prolidon) ve tiyollenmis biyoyapisabilir polimerler tercih edilmektedir [24—26].

Agiz boslugu (oral); yanak i¢ci mukozasi ve dilalti mukozasindan olusur. Agiz
bosluguna lokal uygulamalarda amac¢ hepatik ilk gecis metabolizmasi (ilk gecis etkisi)
Onlenerek etken maddenin farmakolojik olarak sistemik dolasim sistemine gegisini
arttirmaktadir bu da etken maddenin kan dolasiminda miktarinin artmasima ve dolayisiyla
etkisinin artmasina sebep oldugu i¢in ila¢ tasimada onemli bir hedef doku olmaktadir. Agiz
boslugu mukozasmin yiizey alani azdir fakat ilag tagima sisteminin uygulanmasi kolaydir.
Dilaltt mukozas1 hareket etmeyen yogun diiz kaslardan olugmaktadir, ancak kan damarlarinca
zengin oldugundan yanak mukozasina gore ¢ok daha gec¢irgendir. Bu 6zellikleri sebebiyle hizli
salim gercgeklestirirken dil alt1 mukozasina+, kontrollii salim sistemlerinde yanak mukozasina

uygulama yapilmasi tercih edilmektedir. Tagima sistemi olarak poli(akrilik asit), sodyum



karboksimetil selilloz, hyaluronik asit, polikarbofil, kitosan ve gellan vb. biyoyapisabilir

polimerler ve tiyollenmis tiirevleri kullanilmaktadir [14,27,28].

Gastointestinal sistem (Gl); asidik pH siviya sahip olmasi ve enzimatik hidroliz
sebebiyle besin veya ilag maddelerini kimyasal bozunmaya ugratmasi ilaglarin
biyoyararlanimini ve mukozal membran gegirkenligini azaltmaktadir. Etken maddeyi asidik
enzim ortaminda korumak i¢in enzim inhibitorii konjuge edilmis polimerler veya lipid ile
kaplanarak kullanilmaktadir. Farkli ila¢ tasarimlari sunmasi, damar i¢i ve kas alti
uygulamalarina gore kolaylik saglamasi ve dogal bir yol olmasi en ¢ok arastirilan uygulama
yolu olmasina sebep olmaktadir. Kitosan, poli(akrilik asit), alginat ve sodyum karboksimetil
seliiloz biyoyapisabilir polimerler ve tiyollenmis tiirevleri GI i¢in gelistirilmeye calisilan

polimerlere 6rnek verilebilir [29,30].

Vajina mukozasi; 6zel proteinler ve epitelyum dokusu glikojen icermektedir. Glikojen
enzimleri ve bakteriler pargalanarak asit olusmaktadir bu durum da pH’ nin disiik (pH=4-5)
olmasina sebep olmaktadir. Vajinal salginin igerigi yasa, bakterilere, viriis i¢erigine, hormon
miktarlarina gore siirekli degisim gostermektedir. Vajinal formiilasyonlarin lokalize olarak
uygulanabilmesi, yogun kan damarlarina sahip olmasiyla sistemik dolasim sistemine
gecirgenligi arttirmasi bolgesel hastaliklarin tedavisinde ve dogum kontroliinde kolaylik
saglamasma avantaj olusturmaktadir. Ilag tasiyici biyopolimerlerden gelan gum, nisasta,

kitosan, karbomer, poloksomer ve tiyollemis yapilar1 6rnek verilebilir [24,31,32].

Burun/geniz boslugu/nazal mukoza; ortada bulunan septum ile ayrilmis iki bosluktan
olusmaktadir. 12-14 cm derinliginde, 5 cm yiiksekliginde, yaklasik 150-160 cm? yiizey alanina
sahip 6zel epitel dokusuyla farkli islevi olan 3 bolge bulunmaktadir (Sekil 2.2). Solunum ile
koku alma boélgelerinden ilag tasimanin gerceklestigi diisiiniilmektedir. Burun boslugunun
ylizey alaninin genis olmasi, enzim aktivitesinin diisiik olmas1 ve zengin damar yapisina sahip
olmasi bilhassa beyine hedefledirmede ilaglarin tasinmasinda nazal yol ile uygulamanin tercih

edilmesini saglamaktadir [33,34].
Burun/nazal boslugu olusturan kisimlar;

1. Rorespirator bolge (solunum)
2. Olfaktor bolge (koku alma)
3. Vestibiiler bolge (filtrasyon)



Olfaktor bolge
(koku alma)

Ostaki borusu
girisi

Vestibiiler bolge

(filtrasyon) Nazofarinks

(iist yutak)

Respirator bolge
(solunum)

Sekil 2.2: Burun boslugu ve nazal mukoza [35].

Bu bolgenin mukozal membran yapisinda yiizeyde solunan hava igindeki partikiilleri
tutmaya yarayan 5-10 pm boyutlarinda silya ad1 verilen tiiyciikler ve havanin nemlendirilmesini
saglayan mukus salgis1 icermektedir. Mukus salgis1 5,5-6,5 pH degerine sahip olup tasinma hizi
yaklagik 5-8 mm/dakikadir, bu sebeple de silyali mukoza yapisinin yabanci molekiillere,
partikiillere kars1 temizleme gorevi (mukosiliyer klirens) bulundugundan yabanci maddenin

mukozada alikonma siiresi 10-20 dk olmaktadir [36-39].

Nazal yol uygulamalarinda 25-200 pl kiiclik hacimlerde caligilabilmekte ve ilacin
mukosiliyer klirens etkisiyle kisa siirede nazal bosluktan atilmaktadir ve ayrica formiilasyonun
toksik ve irritasyon etki gosterebilmesi gibi dezavantajlarla karsilagilmaktadir. Fakat uygulama
kolaylig1 saglamasi, hepatik ilk gecis metabolizma etkisi olugturmamasi ve en dnemlisi de beyin
hedeflemede kan beyin bariyerine (KBB) takilmadan merkezi sinir sistemine (MSS) gecis
saglamasi ile norodejenaratif hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir terapdtik etki gostermesi gibi
avantajlar g6z Oniine alindiginda nazal yol ile ilag tagimanin 6nemi artmaktadir. Nazal
uygulamalarinda kitosan, poli(akrilik asit), sodyum karboksimetil seliiloz, carbopol, gellan gum

ve tiyollenmis tiirevleri tercih edilmektedir [34,40—-44].

2.2. MUKOADEZYON MEKANIZMASI

Mukoadezyon mekanizmasindan sorumlu mukus ile polimerin maksimum etkilesimini

saglayan 3 etkin bolgenin var olmasi gerekmektedir. Bu bolgeler;



1. Mukoadezif polimerin yiizeyi
2. Mukozal membranin ilk tabakasi olan mukozal membran ve dolayisityla mukus

3. Mukozal membran ile mukoadezif polimer arasindaki ara yiizey

Mukoadezyon mekanizmasi, temelde mukoadezif polimer ile mukozal membran ara
ylzeyinde polimerin 6zelliginden kaynaklanan islanmasi, sismesi, genislemis yiizey alani
mukozal membran yapist ile etkilesip polimer zincirlerin membran dokusuna penetrasyonu ve
polimer zincirleri ile mukusun etkilesime girmesiyle fiziksel ve/veya kimyasal bag olusturarak
adezyonun gerceklesmesi olarak agiklanmaktadir. Bu husus yani mukoadezyon mekanizmasi 6

teori ile agiklanmaktadir [45-48].

Sekil 2.3: Mukoadezyon mekanizmasi adimlari [49].

1.Islanma/Islanabilirlik teorisi; sivi veya diisiik viskoziteli mukoadezif polimerlerin
mukoza ylizeyinde yayilma kabiliyeti ve mukusun yiizey gerilimi ile iligkilendirilir.
Mukoadezif polimer mukoza ile temas ettiginde yiizeyin diizensiz kismindan niifuz eder,
sertlesir ve yiizey ve arayiiz enerjilerindeki degisim nedeniyle yiizeylere yapisir. Polimerlerin
mukozal dokularin yilizeyinde yayilma yeteneginin daha iyi olmasi genellikle gii¢lii mukoadezif

davranis ile iliskilidir [47,50].

2.Adsorpsiyon teorisi; mukoadezif polimerler ile mukus yapisinin etkilesimi kovalent
ve kovalent olmayan (Van Der Waals, hidrojen ve hidrofobik) baglarla ger¢eklesmektedir.
Zayif (kovalent olmayan) baglar olusmasma ragmen bir¢cok etkilesim alani olusturmasi
sebebiyle yogun baglanma ve mukoadezyon ger¢eklesebilmekte ve bu teori

mukoadezyon/biyoadezyon mekanizmasinin temeli olarak kabul edilmektedir [10,51].

3.Difiizyon teorisi; mukoadezif polimer zincirleri ile mukus glikoproteinlerin i¢ ice

gecmesi ve dolagmasi sonucu yari kalic1 baglarin olusmasini ifade etmektedir. Bag giicii penetre



olan mukoadezif polimer zincirinin ¢oklugu ile artmaktadir. Mukoadezif polimerin mukus
yapisina penetrasyonu ve dolagmasi ise polimer zincirlerinin esnekligine, kimyasal yapisina,

konsantrasyonuna, difiizyon katsayisina ve temas siiresine baglidir [52,53].

4.Elektrostatik teori; negatif yiiklii musin ile pozitif yiiklii polimerin temas etmesi ile
elektrostatik etkilesime girerek elektron aligverisi sonucu ara yiizeyde elektriksel ¢ift tabakanin

olugmasi olarak aciklanmaktadir [10,54].

5.Kirilma/Kopma teorisi; daha 6nce yapistirilmig iki yiizeyin ara yiizeyden ayrilmasi
icin gereken kuvvet ile yapisma derecesini iliskilendirmektedir. Ayirma deneylerinde yapiskan
birlesiminin kirilma 6zelliklerini degerlendirirken yapiskan bagin bozulmasinin biyoadezif ara

yilizeyde meydana geldigi kabul edilmektedir [55,56].

6.Mekanik teori; adezyonun gerceklesmesi etkilesime giren iki yiizeyin

pirtizsiizliigiine ve etkilesim i¢in gerekli olan alanin uygunluguna baghidir [55,57].

2.3. MUKOADEZYONU ETKIiLEYEN FAKTORLER

Mukoadezyon mekanizmasini etkileyen ve gz dniinde bulundurulmasi gereken birgcok
parametre mevcuttur [58,59]. Bunlar polimere ait ve ¢evresel faktorler olmak iizere 2 ana baglik

altinda ele alinabilmektedir;

2.3.1. Polimere ait Faktorler
Hidrofilik grup igerigi; mukoadezif polimerlerin mukus ile hidrojen bagi
olusturabilmesi i¢in hidrofilik yapida olmali baslica karboksil, hidroksil, amin, siilfat vb.

gruplari icermelidir [10,57].

Hidrasyon derecesi; mukoadezif polimerler yeterli hidrasyon derecesinde sisme
tizerinden jel olusturup yiiksek zincir hareketliligi saglarlar ve zincir hareketliligi mukus yapis1
ile interpenetrasyonu (i¢i ige gegmesi) ve mukoadezyonu arttirmaktadir [54]. Yeterli hidrasyon
derecesi ise polimer konsantrasyonu ve ortamdaki su miktarina bagl olarak meydana gelir.
Asirt sisme olmasi da mukoadezyonu negatif yonde etkilemesinin aksine bircok polimerin
siurlt hidrasyon gostermesine ragmen kuru polimer ile 1slak mukoza yiizeyi arasindaki osmatik

basing kuvveti ile mukoadezif 6zellik gosterebilmektedir [56,60].
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Polimer yapisi; polimerin ortalama molekiil agirligt (Mw ve My), zincir uzunlugu ve
zincir yapisi (modifikasyon orani, konformasyonu vb.) mukoadezyonu etkilemektedir. Polimer
molekiil agirhiginin yiiksek olmasi ve zincir uzunlugunun yeterli biiyiikliikte olmasi

mukoadezyonun yiiksek olmasini saglamaktadir. [10,61-63].

Polimer zincirlerinin esnekligi; mukoadezif polimerlerin viskozite, difiizyon katsayisi
ve zincir esnekligi ortamdaki suyu alarak sismesi ile jel olusumu saglandigindan polimerin bu
0zelliginin mukoadezyon mekanizmasi lizerine Onemli bir etkisi bulunmaktadir. Yeterli
esneklige sahip olmayan polimer zincirlerinin mukus ile interpenetrasyonunun zor/diisiik

olmastyla mukoadezyon baglar1 daha zayif olmaktadir [59,62].

Polimer konsantrasyonu; giiglii mukoadezyon baglarmin olusabilmesi igin ortamda
optimum polimer konsantrasyonu gereklidir. Optimum konsantrasyonda zincir hareketliligi
yeterli derecede olugmakta ve zincirlerin mukus yapisina interpenetrasyonu saglanarak
mukoadezyon gerceklesmektedir. Cok yliksek konsantrasyonlarda zincirlerin yogun sarmal
yapida olmasi ve hareketliliginin az olmasi sebebiyle mukus interpenetrasyonu azalmakta tam
aksine diisiik konsantrasyonda ise yeteri kadar interpenetre olabilecek polimer zinciri
bulunmadigindan adezyon bag yogunlugunun daha az olmasina sebep olmaktadir. Dolayisiyla

optimum konsantrasyon 6nem tagimaktadir [62,64,65].

Capraz bag yogunlugu,; ¢apraz bag yapisinin mukoadezif polimerin sisme kapasitesi
tizerine 6nemli bir etkisi bulunmaktadir. Yiiksek oranda ¢apraz bag yapisi zincir hareketliligini
kisitlamakta ve polimerin hidrasyonu/sismesi de azalmaktadir. Boylece zincirlerin mukus

yapisina interpenetrasyonu azalmakta ve mukoadezyon negatif etkilenmektedir [56,58,62,66].

Yiizey yiikii; pozitif ve negatif yikli polimerlerin yiiksiiz olanlara gore biyolojik
ylzeylere adezyonu daha yiiksektir. Negatif yilizey yiikiine sahip karbomer gibi anyonik
polimerler mukus ile hidrofobik etkilesim, hidrojen bagi veya Van der Walls baglar1 olusturarak
yiiksek mukoadezif 6zelligi gosterirken kitosan gibi pozitif yiizey yiikiine sahip polimerler de
amin gruplari ile mukus yapisindaki musin siyalik gruplari ile kuvvetli elektrostatik etkilesim

sonucu giiclii mukoadezif 6zelligi géstermektedir [10,59,67].

pKa; mukoadezif polimerin asidik veya bazik karakterini belirtmekte ve mukozal
membranin bulundugu pH ortaminda gosterdigi iyonik gerilim davranisi ile mukoadezyon

mekanizmasini etkilemektedir [10,56,68].
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2.3.2. Cevresel Faktorler

pH; ortamin pH degerinin fonksiyonel gruplarin dissosiyasyonuna olan etkisiyle
polimer ve mukusa ait yiizey yiik yogunlugu ve polimerin sisme derecesi etkilenmekte boylece
mukoadezyon mekanizmasi etkilenmektedir [62,68]. Ayrica ortamdaki iyonik kuvvetlerin
varligi mukoadezyonu etkilemekte iyon etkisiyle yapismay1 saglayacak fonksiyonel bolgeler

etkilesim sonucu korunabilmekte boylece mukoadezyon azalmaktadir [10,62].

Temas stiresi/basing;, mukoadezif polimerlerin mukozal membran ylizeyinde
alikonmasini optimum bir zaman siiresinde ger¢eklesmesi mukoadezyon isinin gergeklesmesi

i¢in onemlidir [62,69].

Mukus yapisi; mukus yapisinda bulunan musin tiirleri polimer ile mukus arasindaki
etkilesimi etkilediginden mukoadezyon dogrudan etkilenmektedir ve sistein bakimindan zengin
musin glikoproteinlerin varlig1 disiilfit baglarinin tiyomerler olusturmast ile hidrojen bagi veya
elektrostatik etkilesimle olusan yapisabilirlige kiyasla yliksek mukoadezyon gostermektedir
[70].

Mukus dongiisii; mukus belirli periyodlarda jel tabakasi ylizeyinden uzaklastirilip belirli
bir kalinlig1 ve viskozitesi korunak taze iiretilmektedir. Bu durum mukozal membranin
bulundugu bolgeye gore degisiklik gostermekte olup bu dongii mukozal membran yiizeyindeki
materyalin temas siiresini etkilediginden dolayr mukoadezyonu dogrudan etkilemektedir.
Yiiksek mukoadezyon 6zelligi kazandirilmis polimerler hazirlanarak temas siiresi arttirilip

yapisabilirlik/mukoadezyon iyilestirilebilmektedir [62,69].

2.4, MUKOADEZIF POLIMERLER

Mukozal membranin bulundugu ortama bagl olarak cesitli pH degerine sahip olmasi,
enzim, bakteri vb. icermesi ve mukusun belirli zaman araliklarinda yenilenmesi sebebiyle ila¢
molekiiliiniin degredasyonuna sebep olmasi neticesinde terapdtik etkinliginde azalma ve
mukozal membran ylizeyinde alikonma stiresini kisitlanmasi gibi etkiler ila¢ biyoyararlanimini
azaltmaktadir. Oral mukoza araciligiyla protein ve peptid yapidaki ilaglar incelendiginde oral
mukozal membranin biyokimyasal yapisi nedeniyle biyoyararlaniminin %5’ ten az oldugu
gozlemlenmektedir [71,72]. Bu dezavantajlarin iistesinden gelmek i¢in hem ilacin
degredasyonunu engellemek hem de mukozal membran yiizeyinde alikonma zamanin

arttirarak ilacin terapotik etkinliginin ve biyoyararlaniminin arttirilmasini saglayarak kontrollii
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uzatilmis ilag salimi gergeklestirmek amaciyla mukoadezif polimerler 6nemli bir potansiyel

olusturmaktadir [47].

Mukoadezif polimerlerin hidrasyonuyla sismenin gerceklesmesi neticesinde polimer
zincirlerin musin zincirleriyle interpenetrasyonu ve dolasmasiyla etkilesim gerceklesir.
Zincirlerin etkilesimi neticesinde nonpolar gruplarin arasindaki hidrofobik etkilesim, polar
gruplar arasindaki iyonik etkilesim, seker {initeleri arasindaki hidrojen bagi ve/veya
mukoadezifligi arttirict kovalent bag olusturmak i¢in tiyollenmis polimerler ile disiilfit bagi
olusumunu saglayan sisteince zengin mukus glikoproteinlerin etkilesimi ile mukoadezyon
gerceklesmektedir [53,70,73]. Polimer molekiiliindeki polimer zincirleri ile mukus arasindaki

etkilesimle ortaya c¢ikabilecek baglar baglica:

Iyonik bag, anyonik veya katyonik yiizey yiikiine sahip iyonik ozellikteki polimer ile

mukus yapist arasindaki elektrostatik etkilesim sonucu olusur.

Hidrojen bagi; hidrojen bagi yapabilecek elektronegatif yiike sahip atomlar1 (H, O, F
ve N) iceren zayif pozitif ylike sahip polimerin mukus yapisindaki diger elektronegatif atomu

etkilemesi sonucu olusur.

Van der Walls etkilesimi; mukoadezif polimer ile mukus yapisindaki nonpolar gruplar
arasindaki indiiklenmis dipol ve/veya polar gruplari arasinda ise dipol-dipol etkilesimi ile zay1f

bag olusumudur.

Kovalent bag, ilk onceleri mukoadezif polimerlerin yapisina serbest tiyol grubu (-SH)
icerecek sekilde baglica L-sistein olmak {izere tiyolleme reaktifleriyle reaksiyonla “tiomer” ad1
verilen polimerler elde edilmesi bu alandaki 6nemli arastirmalar ortaya koyulmus olup halen
gliniimiizde de 6nemli yer tutmaktadir. Molekiilde serbest -SH gruplarinin varlig1 sisteince
zengin yapidaki mukus glikoproteinleri arasinda distilfit bagi olusturarak kuvvetli kovalent bag
olusumu gergeklesir boylece alikonma zamani ve ilacin biyoyararlanimi artmaktadir. Yapist
geregi hizli sisme ve su alim davranisi gostermesi de diger bir avantajdir [73,74]. Oysaki
yapilan bir diger calismada nisasta esasli biyopolimerin tiyolleme reaktifi olarak tiyoglikolik
asit (TGA) kullanildiginda, yapisinda serbest -SH grubunun olmamasina ragmen
tiyoeter/tiyoester baglarinin varligi mukoadezyonu olduk¢a yiiksek mukoadezif polimerlerin

elde edilebilecegini ortaya koyulmustur [75].
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Mukoadezif polimerler kaynaklarina gore sentetik, modifiye dogal veya yar1 sentetik ve
dogal polimerler olarak 3 grupta incelendigi gibi ylizey yiikiine bagl olarak ise katyonik,
anyonik veya noniyonik olarak da 3 grupta siniflandirilmaktadir. Ayrica yapisinda serbest tiyol
grubu veya polimer zincirlerinde tekrarlanan birimlerde S atomu igeren baglar igerenler ise
Tiyomer ad1 altinda yeni jenerasyon mukoadezif polimerler olarak ayr1 bir sinif olarak da ele
alinmaktadir. Tim bu siiflandirmalar kapsaminda olan polimer yapilar ise sentetik, dogal veya

modifiye dogal denilen yar1 dogal polimerler esasli olmaktadir [58,70,76].

2.4.1. Kaynagina gore Siniflandirilan Mukoadezif Polimerler

> Sentetik Polimerler

Poli(akrilik asit) polimerleri (karbopol, polikarbofil, poliakrilat polimerleri) ve poli(etilen
glikol)(PEG), poli(etilen oksit), pol,(vinil alkol), poli(vinil pirolidon) ve tiyollenmis polimerler
bu smiftandir [55,70].

» Yari Sentetik Polimerler

Yar sentetik veya modifiye dogal polimerlerin en énemli {iyesi olan kitosan ve seliiloz
tiirevleri (karboksi metil seliiloz, karboksi metil seliiloz tuzlari, hidroksi etil seliiloz, hidroksi
propil seliiloz vb.) vb. dogal kaynaklardan elde edilen yapilarin kimyasal islemlere maruz

birakilmasiyla elde edilirler [46,70].
» Dogal Polimerler

Polisakkarit tiirevleri (sodyum alginat, agarose, guar gam, xanthan gam, gellan gam, pektin,

nisasta (Soluble), hyaluronik asit, kitin vb.) ve dogal peptit olan jelatin 6rnek verilebilir [46,58].

2.4.2. Yiizey Yiikiine gore Siniflandirilan Mukoadezif Polimerler
Dogal, sentetik veya modifiye dogal kaynakli hidrofilik yapida ve hidroksil, karboksil ve
amino organik fonksiyonel gruplarina sahip veya hidrojen bagi olusturabilen geleneksel

mukoadezif polimerler kastedilmektedir. Yiizey yiikiine gore 3 gruba ayrilmaktadir [10,55].
» Katyonik Mukoadezif Polimerler;

Polimer ana zincir yapisindaki katyonik gruplarin varligi polimere net pozitif yiizey yiikii
kazandirir. Pozitif yiik yapisinda olmasi negatif yiiklii musin molekiilleriyle iyonik/elektrostatik

etkilesim olusturdugundan mukoadezif ilag¢ tasima sistemlerinde tercih edilmesini saglayan
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Oonemli bag yapma giicli gosterirler. Bu gruba aminodextran, dimetilaminoetil dextran ve

kitosan, trimetil kitosan vb. 6rnek verilebilir [10,77].
» Anyonik Mukoadezif Polimerler;

Polimer pKa’ sinin lizerindeki pH degerlerine sahip ortamlarda yapisinda karboksil ve siilfat
gruplarinin varligiyla net negatif ylizey yiikiine sahip polimerleri icerisine alan smiftir. Bu
siifin en genis kullanim alanina sahip polimerlerine poli(akrilik asit), az yogun ¢apraz bagl
poli(akrilik asit), sodyum karboksi metil seliiloz, polikarbofil ve polikarbomer 6rnek verilebilir

[10,78].
> Non-Iyonik Mukoadezif Polimerler;

Bu gruptakiler molekiiler yapilarinda polimer zincirlerinde iyonize olmayan gruplar
icermektedirler ve mukoadezif polimerlerin modifikasyonuyla elde edildigi gibi yeni
mukoadezif polimerlerden olusturulan bir siiftir. Nisasta, hidroksietil nisasta, poli(vinil
alkol)(PVA), poli(etilen glikol)(PEG), poli(etilen oksit), poloksamerler, hidroksipropil seliiloz,
hidroksimetil seliilloz, sodyum alginate, sodyum karboksi metil seliiloz vb. 6rnek verilebilir

[10,77].

Hidrojen ile Anyonik polimer ile

Katyonik polimer | Kovalent baglanma
ile baglanma

Sekil 2.4: Polimer- mukozal membran etkilesimiyle farkli baglarin olusumu [70].

2.4.3. Yeni Jenerasyon Mukoadezif Polimerler
Tiyomerler diger mukoadezif polimerlerden fakli olarak mukus glikoproteinlerin
sisteince zengin kisimlariyla tiyol-disiilfiir baglar1 kurarak kovalent bag olusturma yetenegine

sahiptir. Mukoadezif polimerlerin yapisina tiyol-disiilfiir gruplar1 katilarak mukozal ylizeye
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kovalent bag olusumu ile mukus glikoproteinlerin dogal mekanizmasini taklit etme kabiliyeti

kazandirilmis tiyollenmis polimerler elde edilir [75,79,80].

(A)

Polimer—SH  +
Polimer—S—S
(B)

Nisasta—CH:—5— CH: / Nl§asta—(%— §— CH:—COOH
Nisasta—CH2—=S—S§ / leasta—C— §=S§

Sekil 2.5: Tiyollenmis polimer (A) [74] ve nisasta esasli biyopolimerin TGA ile reaksiyonu sonucu
olusan tioeter/tioester yapinin (B) [75] ile miisin glikoproteinleri arasinda olusan kovalent baglarin
reaksiyon mekanizmasi.

2.4.4. Mukoadezif Polimerlere Ornekler

Poliakrilik asit polimerleri; poliakrilik asit (PAA), karbomer olarakta bilinen akrilik
asitin yiiksek molekiil agirlikli polimeridir. Sentetik polimer sinifinda oldugu gibi yiizey ytikii
bakimdan da anyonik mukoadezif polimerler sinifina da aittir. Dogal pH ortaminda karboksil
gruplarinin iyonize olmastyla giiclii molekiil i¢i itme kuvveti olusur ve bu kuvvetin etkisiyle
zincirlerin birbirinden uzaklasir. Yapisindaki karboksil gruplarmin musin yapisindaki siyalik
gruplari ile hidrojen bagi olusturmasiyla yiiksek mukoadeziflik 6zelligi gosterirler [77,81,82].
Poliakrilatlar dogrusal veya yiiksek molekiil agirlikli PAA’ in divinilglikol, polialkenileter ile
capraz baglanarak modifiye edilmis yliksek mukoadezif Ozellik gosteren tlirevleridir.
Biyomedikal ve farmasotik uygulamalarda protein, vitamin, insiilin, ila¢ ve gen yiikli ilag
formiilasyonlar1 mukozal yapidaki oral, géz, nazal, vajinal vb. uygulama yollar ile genis bir

kullanim alanina sahip olmakla birlikte ticari kullanimi da mevcuttur [32,83-85].

Polietilen glikol (PEG); noniyonik sentetik polimerlerden olup hidrofilik yapisi ile
mukozal membran ylizeyinde uzatilmis alikonma zamani ve hizli penetrasyon ozelligi
gostermektedir. PEG ile modifiye edilmis partikiillerin modifiye edilmemis partikiillere kiyasla

daha yiiksek hiicre i¢i birikim gostermektedir [86,87].
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Polisakkarit tiirevleri; negatif ylizey yiikiine sahip heterojen polisakkarit yapisinda
narenciye kabugu veya elma posasi gibi gesitli bitkisel kaynaklardan elde edilen dogal
polimerdendir [88]. Aym yliklere ait elektrostatik itme etkisi ile musin molekiilii ile hidrojen
bagi olusumu saglayarak mukoadezif 6zellik gostermektedir [89]. Pektin mukozal membran
yilizeyinden kontrollii ilag salimi, gida ve ilag endiistrisinde uzun yillardir basarili bir sekilde
kullanilmakta olup insan tiikketimi igin giivenli kabul edilmektedir [90,91]. Hyaluronik asit
yapist geregi biyouyumlu ve biyopargalanir anyonik dogal kaynakli nazal, oral, topikal ve
parenteral yol iizerinden ilag tasimada tercih edilen mukoadezif polimerlerdendir [92]. Ayrica
hyaluronik asitin tiyollenmesi ile olusan tiirevi daha da yliksek mukozaya yapisabilirlik
gostermektedir [93]. Alginat giivenilir olarak bilinen ve mukoadezif 6zelligi ile ilag alikonma
zamanini arttiran ve farkli mukozal membran ylizeylere uygulanabilen dogal anyonik
mukoadezif polimerlerdendir. Birgok uygulamada alginatin diger mukoadezif polimerler ile
modifiye tiirevlerinden olusturan formiilasyonlarindan faydalanilmaktadir. Nisasta-alginat
mikrokiirecikleri ile oral uygulama [94], kitosan-alginat boncuklar1 ile vajinal uygulama [95]
ve polietilen glikol akrilat- alginat formiilasyonun ile de bagirsak mukozasi {izerinden

mukoadezif 6zellik gostermektedir [96].

Seliiloz tiirevleri; seliloz dogada bol bulunan biyopolimerlerden olup D-glikoz
birimlerinin dogrusal bir zincirini igerir ve birgok yari sentetik eter ve ester tiirevleri elde
edilmektedir. Anyonik 06zellikte karboksi metil seliiloz (CMC), yapisindaki karboksilik
gruplarin varlig1 ile miisinlerin oligosakarit zincirleriyle etkilesimi sonucu hidrojen baglar
olusturarak mukoadezif Ozellik gostermektedir. CMC nin manyetik nano tasiyicilar,
nanokompozitler ve hidrojeller gibi fakli ila¢ tagima sistemlerinin farmasotik endiistrisinde

faydalanilmakta olup ticari kullanimi mevcuttur [97-99].

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarda sentezlenen mukoadezif polimer kitosan esasl

oldugu i¢in asagida kitosan daha genis olarak ele alinmustir.

2.5. KITOSAN

Kitosan yengec, karides ve 1stakoz gibi kabuklular tarafindan iiretilen dogal polimer
olan kitinin deasetilenmesiyle elde edilen yar1 dogal bir polisakkarit esasli bir biyopolimerdir.

Kitosanin molekiil yapis1 B-(1-4) glikozidik bag ile baglanan D-glukozamin ve N-asetil-D-
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glukozamin iinitelerinden olusmakta olup dogrusal polimer zincir yapisinda bir polisakkarittir

(Sekil 2.6) [100].

CHs
OH i <NH OH
NH
- O HO S [ O Ho |
HO O ’ HO o
NH - NH,
0 < OH

CHs

| —In L —In
Kitin Kitosan

Sekil 2.6: Kitin ve kitosanin kimyasal yapisi [100].

Kitosan yapisindaki hidroksil ve amin fonksiyonel gruplari kitosanin ¢ziintirliik
ozelliginde kilit rol oynamakla birlikte deasetilasyonun derecesi (DD), kitosanin molekiiler
yapisindaki amin gruplarinin miktarini belirtmektedir. Biyomedikal uygulamalar i¢in %75-98
DD sahip kitosan kullanimu tercih edilmektedir [101]. Amin gruplar varligi ~ 6,5 pKa degerine
sahip olmasina ve pH <6,5 olan asidik ortamlarda protonlanarak ¢éziinmesiyle birlikte kitosan
molekiiliinlin pozitif yiikli (katyonik) olmasina sebep olmaktadir. Kitosanin suda ve g¢ogu
organik ¢oziiclide ¢Oziinmemesi, bircok alanda kullanimini smirlandirmaktadir. Kitosanin
ozelliklerinin  1iyilestirilmek  amaciyla  (hidrofilliginin/hidrofoblugunun/katyonik  yiik
yogunlugunun veya mukoadezifliginin arttirilmast vb.) modifiye edilerek kitosan tiirevleri
sentezlenir boylece kitosanin kimyasal modifikasyonu onun fizikokimyasal 6zelliklerini arttirir
ve uygulama alaninin genislemesine sebep olmaktadir. Ayrica kitosanin biyouyumluluk,
biyolojik olarak bozunabilirlik, mukoadezif 6zelligi, antijenik olmama, toksik &zellik
gostermemesi ve diisiik maliyetli olmas1 biyomedikal uygulamalarda [101,102] gen aktarimi
[103,104], as1 uygulamalarinda adjuvan olarak [101,105] ilag tasiyict sistemler [106], doku
miihendisligi, biyogoriintiilleme, implantlar, kontakt lensler, protein baglama, yara iyilesmesi
gibi genis kapsamli farmasotik uygulamalara yonelik tastyict (vektdr) malzeme olarak [107—
109] kullaniminin yaninda gida teknolojisi, tekstil endiistrisinde ve su aritma sistemleri
alanlarinda da yer bulmaktadir [99]. Kitosan biyopolimerinden hidrojeller, mikropartikiiller,
nanopartikiiller, membranlar, slingerler veya lifler gibi ¢esitli formiilasyon yapilarinin elde
edilebilmesi istenilen amaca uygun c¢esitli kullannom alaninda tasarlanmasina olanak

saglamaktadir.
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2.5.1. Mukoadezif Ozelligi ve Hidrofobisitesi Arttirllmis Kitosana ait Yapilan
Cahsmalarin Ozetlenmesi

Kitosanin mukoadezifligi, yapisindaki amin gruplarimin varligiyla katyonik 6zellik
gostermesine dayanmaktadir. Mukoadezyon mekanizmasi ise mukusun yapisindaki siyalik asit
gruplarinin anyonik 6zellik gostermesi pozitif yiiklii kitosan molekiilleri arasinda elektrostatik
etkilesimin olusmasina dayanmaktadir [110]. Bununla birlikte hidrojen bagi olusumu ve
hidrofobik etkilesim gergeklestirmesi de Onemli katki saglamaktadir [111,112]. Ayrica
katyonik 6zellikte olan kitosan molekiileri, mukus zar1 ile etkilesime girerek hiicreler arasindaki
sik1 baglantiyla iligkili proteinlerin yeniden diizenlenmesine yol acar ve mukozal hiicreler
tizerinden gecisi uyarir boylece ilacin niifuz etmesini arttirmaktadir. Bu durumda kitosanin
gecirkenlik arttirict  6zelligi olarak vurgulamaktadir (Sekil 2.7) [113,114]. Kitosanin
mukoadezyon 06zelligi optimum degere kadar agirlik¢a ortalama molekiil agirliginin (Mw)
artmasiyla artmakta ve ayrica DD yiiksek olmasiyla da artis gosterirken c¢apraz baglanma

derecesinin artmasiyla da azalmaktadir [115].

7 Pozitif yiiklii kitosan
/ f‘:\\ nanopartikiilleri ile negatif
. ( ° | yiiklii musin arasmdaki
Kitosan N 4

> L T— ? \ /) elektrostatik etkilesim
nanopartikiilleri ~ o 4 xe ) /
| J / O
) _ Negatif yiiklii
mukus tabakast
Siki baglanti T Musin

Sk baglantmm agilmasi
Epitel hiicreleri

Siki baglantilarin agilmastyla
kitosan nanopartikiillerinin
tagmmasi

O

Sekil 2.7: Mukoadesif Kitosan Nanopartikiiller ile ilag Tasima Mekanizmasi [110].

Kitosan molekiiliiniin kimyasal modifikasyonlarinin gerceklestirilmesiyle ila¢ alikonma
zamaninin, ¢Ozinlrligliniin, genis pH araliginda ilag¢ tasima sistemi olarak
faydalanabilirliginin, hidrofobikliginin veya hidrofilikliginin, stabilitesinin, stirdiirelibilir ilag
salim davraniginin, niifuz edebilme yeteneginin, gecirgenliginin ve mukoadezifliginin

tyilestirilmesi amaglanmaktadir [112,116].
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Kitosanin mukoadeziflik 6zelligini iyilestirmek amaciyla elde edilen modifiye sentez
tiirevlerine trimetil kitosan (TMC), tiyollenmis kitosan, hidrofobikligi arttirilmis kitosan,

PEGilasyonlu kitosan yapilar1 6rnek verilebilir [117,118].

Trimetil Kitosan (TCM); yapisina [-N*(CHzs)3s] protonlanmis grup kazandirilmis olup
suda ¢oziiniirliigi iyilestirilmistir bir tiirevidir. TCM tiirevinin kalic1 katyonik 6zelliginin dogal
sonucu olarakta bu 6zellik onu giiglii mukoadezif polimerlerden biri yapmaktadir. Shinde ve
dig. [119] flurbiprofen yiiklii TCM ve kitosan polimerlerinden iyonik jelasyon yontemi
kullanarak tripolifosfat (TPP) ile elde ettikleri nanopartikiiler sistemleri goz (ocular) mukozal
membran tizerinden ilag tasima vektorii olarak incelemislerdir. TCM nanopartikiiler sistemin
kitosana gore mukoadezif 6zelligi artmakta ve uzatilmis ilag salim davranisi gosterdigini,
geleneksel vektorlere gore ise daha yiiksek ilag¢ yiikleme kapasitesinin oldugunu ve giiclii
mukoadezifligi sayesinde g6z mukozal membran iizerinden ilag alikonma zamanini
arttirmasiyla da flurbiprofen’ in biyoyararlanimini arttirdigini bildirmislerdir. He ve Yin [120]
bir ¢calismasinda kanser tedavisinde kullanilan paclitaxel yiiklii folik asit modifiye elde etmisler.
TMC nanopartikiiler sistemlerin oral ve intravendz yol iizerinden uygulama sagladigini
bildirerek, tavsan bagirsak mukozal membran iizerinde yapilan analiz sonucunda folatlanmis
TCM nanopartikiilerinin daha gilicli mukozaya yapisabilirlik gosterdigini, formiilasyonun
paclitaxel’ in kanda kalis siiresi ve tiimor hiicresinde birikimin arttirdigini1 bdylece antitimor

etkisini 1yilestirdigini ileri stirmiislerdir.

PEGilasyonlu Kitosan; kitosaninn poli(etilen glikol) (PEG) ile modifiye edilmis
tirevidir. Polimer zincirleri arasinda capraz baglanmayi engellemek amaciyla ¢ogunlukla
metoksi-poli(etilen glikol) tercih edilmektedir. Suda ¢oziiniirliigii arttirmanin yaninda kitosanin
biyouyumlulugunu arttirmakta, enzimatik kimyasallara kars1 daha iyi stabilite saglamakta
boylece in vivo ilag biyoyararlanimini da iyilestirmektedir. Jintapattanakit ve dig. [121]
yapisinda PEG iceren TCM kopolimeri sentezleyerek mukoadeziflik 6zelligi degerlendirmisler,
insiilin yiiklii nanokompleks yapinin pozitif yiiki arttikca mukadezifilik 6zelligini ve insiilin
yukleme kapasitesini arttirdigini, ayrica mukoadezif 6zelligi PEG’ lenmis TCM nanokompleks
yapinin pozitif yiik etkisine ek olarak PEG zincirinin mukus i¢ine niifus edebilme kabiliyetiyle

daha da artmig oldugunu bildirmislerdir.

Hidrofobisitesi Arttirilmis Kitosan, kitosanin hidrofobikligi baska deyisle hidrofobik

modifikasyonun uygulanmasi, hidrofobik 6zellikteki alkil zincirlerinin kovalent baglanmasiyla
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arttirtlabilmektedir. Bu bilesikler hiicre membran yapisindaki fosfolipit alanlarin akiskanligini
arttirarak hiicre penetrasyonunu arttirmaktadir. Ayrica kitosanin yapisina katildiginda hiicre
yapisindaki lipitlerin hidrofobik gruplariyla hidrofobik etkilesime girerek kitosanin
mukoadeziflik 6zelligini gliclendirmektedir [117,118]. Hidrofobik 6zelliginin arttirilmasinin
diger bir etkisi de vektoriin hidrasyonunun azalmasiyla bulundugu ortam enzimleri (mide
enzimleri gibi) tarafindan parcalanmaya karsi daha yiiksek direng gostermekte boylece

kitosanin stabilitesini arttirmaktadir [122,123].

Tien ve dig. [124] ¢calismalarinda (Ce-Ca6) yag asitlerini kullanarak kitosanin hidrofobik
ozelligini arttirmak i¢in yapisindaki amin gruplari ile yag asitlerinin klor tuzlari kullanilarak
amid bagi tizerinden hidrofobik karakterinin arttigim1 ve yapisal Ozelliklerinde Onemli
degisikliklerin gozlemlendigini bildirmislerdir. Palmitoil kitosandan elde edilen tabletlerin
daha iyi mekanik 6zellik gosterdigini ve stabilitesini korudugunu, uzun alkil zincir yapisinin ve
modifikasyon derecesinin etkisiyle olusan giiclii hidrofobik etkilesimin sonucu olarak uzatilmig

ilag salimi1 saglanabilecegini de ortaya koymuslardir.

Sharma ve Singh [6] gen transferi ig¢in vektor olarak Ce-Czo farkli alkil zincir
uzunluklarina sahip yag asitleri kullanarak (kaproik asit, kaprilik asit, kaprik asit, laurik asit,
miristik asit, palmitik asit, stearik asit ve arakidik asit) yag asitlerinin karboksil gruplar1 ile
kitosanin amin gruplar1 arasindaki amidasyon reaksiyonu ile hidrofobikligini arttirmislardir.
Calismalarinda hidrofobik alkil zincir yapist lipofilik hiicre membranina penetrasyonu
giiclendirdigini ve palmitoil kitosan nanomisel formilasyonu diger yag asidi modifikasyon
formiilasyonlar ile kiyaslandiginda en yiiksek hiicre i¢i alimi gosterdigini ve pDNA hiicre
i¢cinde giivenli ve etkili bir sekilde serbest birakilmasini saglayarak en yiiksek gen transfeksiyon

etkinligi de gosterdigini bildirmislerdir.

Ramalingam ve Ko [125] tarafindan yapilan bir ¢alismada oral biyoyararlanimi ve
stabilitesi diisiik resveratrol terapotik ajan yiiklii palmitik asit ile modifiye edilmis TMC (TMC-
g-PA) nanopartikiiler formiilasyonu degerlendirmisler. In vitro ilag salim1 ve siirdiirtilebilir ilag
salim analizleri neticesinde TMC-g-PA nanopartikiiler sistemin 3,8 kat daha fazla
biyoyararlanimi arttirdigini ve oral yol uygulamalarinda potansiyel bir ilag tasima vektorii

olarak kullanilabilecegini 6nermislerdir.

Xie ve dig. [126] palmitoil kuaterner amonyum kitosan modifiye polimerden

kendiliginden olusan (self assembly) nanopartikiiler sistem elde ederek stabil olmayan, GI
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sistemde mukozal membran ge¢me kabiliyeti bulunmayan hidrofobik kurkumin terdpatik
ajanin1 enkapsiile etmisler. Formiilasyon oral yol uygulamasinda kontrolli ve siirekli ilag
salimi gostermekte ayrica serbest kurkumin ile karsilastirildiginda {stiin - sitotoksik,

antimikrobiyal ve antioksidan 6zelliklere sahip oldugu da bildirmislerdir.

Benforini ve dig. [7] c¢aligmalarinda palmitoil glikol kitosan (PGC) misel
formiilasyonunu ex vivo domuz korneasi, in vitro tavsan kornea epitel hiicre hatti (RCE)
tizerinde ve Caco-2 (insan kolorektal adenokarsinom hiicreleri) hiicreleri {izerinde
incelemislerdir. PGC misel yapisinin epitelyal kornea hiicre hattinda siki baglant1 noktalarini
acarak penetrasyonu arttirdigini ve kornea igine terdpatik etki gostermekle birlikte yeterli
seviyede ilag penetrasyonunu da iyilestirdigini ifade etmislerdir. Modifiye tiirevi ile
kiyaslandiginda ise kitosanin mukoadezif 6zelliginin iyilestirdigini kornea yiizeyi ile temas

etme siiresini de arttirdig1 sonucuna varmiglardir.

Pyro ve dig. [127] palmitik asit modifikasyon oram1 %18, yiizey yiikii pozitif N-
palmitoil-N-monometil-N,Ndimetil-N,N,N-trimetil-6-O-glikolkitosan (GCPQ) polimeri ile
Covid 19 pandemisine sebep olan SARS-COV-2 viriisiinii inhibe edici nazal sprey
formiilasyonunu elde ederek in vitro, ex vivo ve in vivo transgenik fareler tizerinde denemeler
gerceklestirmisglerdir. In vitro Vero E6 ve A549 hiicre iizerine yapilan caligmalarda toksik
olmayan GCPQ polimer konsantrasyonlarinda SARS-CoV?2 replikasyonunu inhibe edici etki
gosterdigini, ex Vivo insan solunum yolu epitel (HAE) hiicreleri tizerindeki uygulamada GCPQ
formiilasyonunun inhibe edici etkisinin dogrulandigini ve in vivo fare burun deliklerine
uygulanan GPCQ polimerinin sprey formiilasyonunun ise 24 saat siliresince mukoadeziflik
ozelliginin etkisi degerlendirildiginde bu 6zelliginden dolay1 burun mukozal yiizeyinde uzun
alikonma siiresi gosterdigini agiklamiglardir. Boylece GPCQ formiilasyonunun SARS-COV-2
enfeksiyonundan koruyabilmesinin yaninda viriisiin beyne ulagsmasimi da sinirlandirarak

norolojik rahatsizliklarin olasiligini azaltabilecegini 6ngormiislerdir.

Tiyollenmis Kitosan; kitosanin tiyol grubuna sahip tiyolleme ajanlariyla modifikasyonu
sonucu olusan tiirevidir. Tiyolleme ajanlar1 sistein (Cys), tiyoglikolik asit (TGA), 2-
iminotiyolan, 4-tiyobutilamidin (TBA), N-asetil sistein, izopropil-S-asetil tiyoasetamidi,
glutatyon 6rnek verilebilir. Farmasotik ve biyomedikal amagli polimerlerin mukoadezyonunu

arttirmak amaciyla gerceklestirilen tiyolleme teknigine Bernkop-Schniirch ve arkadaslar [8]
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onciiliik etmektedir. Kitosanin mukoadezif 6zelliginin 1iyilestirilebilmesi farmasotik ve

biyomedikal uygulamalarda kullanimin1 daha da arttirmaktadir.

Bu konuda yapilan caligmalarda, kitosanin tiyollenmesi onun sadece mukoadezif
Ozelligini 1iyilestirmekle kalmadigini ayni zamanda gegirgenligini de arttiric1 etkisini
iyilestirdigi gibi yerinde jellesme 6zelligi (¢apraz baglanma) de kazandirdigi, ayrica enzim
inhibasyonu sagladig1 ve yapisi geregi de biyobozunur oldugu ifade edilmektedir [123,128—
130].

Mukoadezifligi arttirict 6zelligi; yapiya katilan tiyol gruplarinin, polimer ile mukus
arasinda olusan sekonder etkilesimin ve fiziksel etkilesimin yaninda mukus glikoproteinlerin
sistein agisindan zengin yapilart ile giicli mukoadeziflik saglayan distilfit kovalent bagi

olugmasina dayanmaktadir [114,129].

Gegirkenligi arttirici ozelligi; katyonik 6zellikteki kitosanin negatif yiiklii hiicre zar1 ile
etkilesime girmesi ve siki baglantiyla iliskili proteinlerin yapisal olarak yeniden diizenlenmesi
sonucu olusmaktadir. Fakat bununla birlikte mukus tabakasina kitosan zincirlerinin boyutu
sebebiyle sinirl difiizyon ve/veya miisin ile rekabetgi yiik etkilesimleri olusturmasi epitelyuma
ulagsmasini engelleyerek gecirgenlik 6zelligini azaltmaktadir. Tiyol gruplarinin varlifinda ise
distilfit bag1 olusumuyla siki baglanti noktalarinin (tight junctions) agilmasi ve kapanmasindan
sorumlu gecirgen membran proteini tirozin fosfatazin inhibisyonuyla sik1 baglantilarin yapisal

biitiinliigiindeki degisim sonucu sik1 baglantilarin agilmasi ger¢eklesmektedir [131-134].

Yerinde jellesme ozelligi (¢capraz baglanma); tiyollenmis polimerin yerinde jellesme
ozelliginden fizyolojik pH degerlerinde oksidasyonunun gerceklesmesi sebebiyle molekiiller
arast ve molekiil i¢i disiilfit baglar1 olusturmasi polimer zincirleri arasinda ¢apraz bag olusumu
gozlemlenmektedir. pH degeri 5-6 araliginda molekiiller aras1 ve molekiil i¢i disiilfit baglarinin
olusmasiyla tli¢ boyutlu bir ag yap1 meydana gelmekte ve bu yapi tasiyict vektoriin daha stabil
olmasini saglarken ilacin uzatilmis kontrollii salimina da imkan vermektedir. Bu 6zellik
tiyollenmis kitosanlarin vajinal, nazal, bukkal ve okiiler mukozaya uygulanmasint miimkiin

kilmaktadir [114,135-137].

Enzim inhibe etkisi; aminopeptidazlar ve karboksipeptidazlar gibi ¢inkoya bagimli
proteazlar, tiyomerler tarafindan inhibe edilmektedir. inhibisyon mekanizmasi, tiyomerlerin

¢inko iyonlarmi baglama kapasitesine sahip olma 6zelligine dayanmaktadir. Bu inhibe edici
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etkisinin agiz yolu ile peptit ve protein kaynakli ilaglarimin uygulanmasinda kullanimini

saglamaktadir [114,138].
Kaynaklardaki yapilan farkli ¢alismalarda elde edilen sonuglar sunu yansitmaktadir;

Kitosan-tiyoglikolik asit modifikasyonu tiyollenmemis kitosanla karsilastirildiginda
yavas sisme davranigi ve arttirilmis penetrasyon ile daha yiiksek mukoadezyon yetenegi
gostermektedir [139]. Tiyollenmis kitosanin, tiyollenmemis kitosanla karsilastirildiginda nazal
mukoza yoluyla daha {istiin tasima 6zelligi gostermektedir [138,140]. Tiyollenmis kitosanin
gecirgenligi arttirmasi in vivo olarak degerlendirildiginde kitosan-N-asetilsistein ile kaplanmig
nanoyapili lipit tasiyict ile modifiye edilmemis kitosanla kaplanan nano lipit
formiilasyonlarinin kiyaslanmasi i¢in okiiler yol ilag salimi 6zellikleri degerlendirildiginde

albino tavsani gozyaslarindaki kurkumin miktarini 2,4 kat arttirdigi goriilmiistiir [141].

Farkli tiyol gruplarina sahip kitosan tablet formiilasyonlar ile yapilan domuz bagirsagi
mukozas1 lizerinde yapilan c¢alismada kitosan-tiyoglikolik asit konjugatindan hazirlanan
tabletlerin mukoadezif 6zelligi ¢ekme calismalari ve donen silindir yontemi sonuglari gore
strastyla 6,3 ve 10,3 artmakta ve bunun neticesinde alikonma siiresinin arttig1 belirtilmistir [9].
Kitosan-tiyoetilamidin (TEA) konjugat tablet formiilasyonlarin mukoadezif 6zelliginde
sirastyla 3 ile 9 kat artis degeri tespit edildigi, formiilasyonun kontrollii ilag saliminda tasiyici
olarak kullanim potansiyeline sahip oldugu da belirtilmistir [142]. Kitosan-N-asetil sistein
konjugat tabletlerinde ise 8,3 kat artma meydana geldigi, mukoadezif ve biyolojik olarak
parcalanabilen formiilasyonlarin gelistirilmesinde faydali olabilecek umut verici yeni bir

tastyici olarak degerlendirildigi ileri siiriilmiistiir [143].

Diger bir ¢alismada ise, klotrimazol yiklii kitosan-tiyoglikolik asit konjugatlarin
sirastyla 160 ve 280 mM/g tiyol grubu igeren konjugat A ve konjugat B hazirlanarak
klotrimazol etken maddenin vajinal yol ile tasinmasi degerlendirmisler. Klotrimazol yiiklii
konjugat A ve konjugat B’ nin parcalanma siiresinde sirasiyla 1,6 kat ve 100 kat artig
gozlenmekte olup giiclii mukoadeziflik 6zelligi sayesinde kontrollii ilag salim davranisi
gosterdigi, kitosan-TGA konjugatlarin vajinal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecegi de

belirtilmistir [144].

Teofilin yiiklii tiyoglikolik asit-kitosan nanopartikiiler (TCNs) formiilasyonun nazal yol

uygulamasinda antienflamatuvar etkisi degerlendirilmis. Calismada belirtildigi tizere; in vivo
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alerjik astimli fareler iizerinde yapilan calismada teofilinin brong iizerine toksik etkisini
azaltmakta, asirt mukus salgisini inhibe etkisi gostermekte ve akciger hiicrelerinde apoptosisi
arttirdig1 goézlemlenmistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde teofiline kiyasla teofilin yiiklii
TCNs nanopartikiiler sistemin artan mukoadezif etkisi ile alerjik astim tedavisinde kullanilmasi

biyoyaralanimini arttirdigi 6ne stiriilmiistiir [145].

PPR arastirma grubumuz tarafindan gergeklestirilen ¢alismada [105] ise, amin grubu
arttirilmig kitosanin (atChi) tiyoglikolik asit ile konjugatindan sigir serum albiimini (BSA)
yiiklii nanopartikiiller sistemlerin in vivo burun i¢i ve deri alti asilama g¢alismalar1 fareler
tizerinde degerlendirilmistir. Modifiye edilmemis kitosana gore IgG serum antikor cevabi en
yiiksek degere toksik olmayan atChi konjugati esasli nanaopartikiiler sistem ile elde edildigi,
molekiilde tiyol grubu varlig1 kitosanin mukoadezif 6zelliginde artisa neden oldugu ve burun
mukozasinda uzatilmis antijen varligi olusturarak giiclendirilmis bagisiklik tepkilerinin
gozlendigi dolayisiyla nazal yol uygulamalarinda potansiyel bir tastyici olarak kullanilabilecegi

ortaya koyulmustur.

Mahmood ve dig. [146] tiyoglikolik asit-stearik asit kitosan (CAS-TGA) konjugatindan
elde edilen kurkumin yiikli nanomisel yapilar1 bagirsak ve vajina mukozasi iizerinde
mukoadezyon oOzelligini degerlendirmisler. CAS-TGA nanomiselleri CAS miselleri ile
kiyaslandiginda tiyol grubu varligi mukoadezif 6zelliginde bagirsak mukozasinda 51,6 kat
vajina mukozasinda ise 28,6 kat artis olustugunu belirtmisler. Ayrica nanomisellerin toksisite
etkisi incelendiginde Caco-2 hiicrelerinde >%85 degerinde canlilik oranina sahip oldugu ve

mukoadezif 6zelliginin etkisiyle de uzatilmis ilag salim etkisi gosterdigini ifade etmislerdir.

Diger bir calismada ise N-asetilsistein kitosan palmitik asit konjugatindan elde edilen
kumarin 6 yiiklii nanomisellerin (NAC-COS-PA) ex vivo insan kornea epitelinde ve in vivo
tavsan gozii lizerinde kumarin 6’ ya gore 1,97 kat daha fazla ilag tasima etkinligi gosterdigi ve
ila¢ penetrasyonunu giiglendirdigini belirtmislerdir. Nanomisel yap1 musin ile gii¢lii baglanma
gosterdigi ve in vivo ¢alismada saf flurbiprofen (FB) bilesigine gore ilag konsantrasyonunda
1,92 ve 2,44 kat artis gosterdigi ve en iyi antiinflamatuar etkinlige tiyollenmis nanomisellerin
sahip oldugunu saptamislardir. NAC-COS-PA nanomiselleri topikal uygulama yoluyla okiiler
hastaliklarin tedavisi i¢in ila¢ tagima sistemi olarak kullanima uygun oldugunu da

incelemislerdir [147].



25

2.6. KITOSANIN NANOPARTIKUL FORMULASYONLARININ HAZIRLANMASI

Nanopartikiiler ila¢ tasima sistemlerinin etken maddenin biyoyararlanimini arttirmasi,
stabilite saglamasi, yiiksek kapsiillenme etkinligi gostermesi, kontrollii salim gerceklestirmesi
ve daha az toksik 6zellik gostermesi sebebiyle biyofarmasotik alanda kullanimi biiytik bir 6nem

kazanmistir [148].

Kitosan’ dan elde edilen nanopartikiiler sistemlerin biyobozunur, biyouyumlu, toksik
olmamasi, kontrollii ilag salimi, asidik kosullarda katyonik 6zellige sahip olmasi sebebiyle
endo-lizozomal kag1s gergeklestirmesi, gliglendirilmis gegirkenlik ve alikonma etkisi (enhanced
permeability retention - EPR), yiiksek ilag yiikleme kapasitesi, ilag salim davranisinin difiizyon,
sisme ve erozyon lizerinden gerceklesmesi gibi Ozellikler ila¢ tasima sistemi olarak
kullanilmasinda potansiyel vektor olarak aday haline getirmektedir. Ayrica biyoadezif
ozellikteki kitosandan elde edilen nanopartikiiler sistemin bu 6zelligi gostermesi onu biyoaktif
maddelerin ve ilag molekiillerin mukozal yol iizerinden tasinmasinda tercih edilen tastyici
olmasini saglayarak kitosan nanopartikiillerin kanser hastaliklari, mide, bagirsak, akciger
hastaliklar1, g6z enfeksiyonlarinin tedavisinde, beyne ilag tasinmasi ve parenteral olmayan ilag

taginmasi gibi ¢esitli uygulamalarda tercih edilmektedir [116,149,150].

Kitosan biyopolimerinden jel, boncuk, misel, kiire olusturma kabiliyeti nedeniyle
istenilen mikro/nanopartikiil formiilasyonlarint hazirlanmak i¢in emiilsifikasyon c¢apraz
baglama, emiilsiyon solvent diflizyonu, emiilsiyon damlacik birlesimi, iyonik jelasyon, ters
miselizasyon, desolvasyon, nanogoktiirme ve pliskiirtme ile kurutma yontemleri yaygin olarak
kullanilmaktadir [116]. Tercih edilen formiilasyon sonucu hazirlanan nanopartikiiler sistemin
fizikokimyasal  karakteristik  Ozellikleri olan  partikiil boyutu, partikiil boyutu
dagilimi/polidisperslik indeksi (PDI)) ve ylizey yiikii degerlendirilmektedir. Bu ozellikler
kitosanin ortalama molekiil agirligi, DD ve nanopartikiil formiilasyon konsantrasyonundan
dogrudan etkilemektedir [150-153].

Bu tez calismas1 kapsaminda sentezlenen kitosan modifiye iirlinlerinden iyonik jelasyon
yontemi kullanilarak nanopartikiiler sistem elde edildiginden asagida (Bolim 2.6.1) bu

yonteme ait bilgiler ayrintili olarak sunulmustur.
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2.6.1. Tyonik Jelasyon Yontemi (iyonik Capraz Baglanma)

Bu yontemde polikatyonik 0Ozellikteki kitosanin asetik asit gibi asidik ortamda
¢Oziinmesinden faydalanarak pozitif yiizey yiikiine sahip olmas1 saglanir. Oda kosullarinda ve
mekanik karistirma altinda kitosan ¢ozeltisi lizerine en ¢ok tercih edilen ¢apraz baglayici olan
polianyonik 6zellikteki sodum tripolifosfat (TPP) sulu ¢ozeltisi ilave edilerek pozitif ve negatif
yuklerin elektrostatik etkilesimi sonucu iyonik/fiziksel ¢apraz baglanma iizerinden kiiresel
nanopartikiiller olusturulur (Sekil 2.8). Elde edilen nanopartikiillerin partikiil boyutu ve ylizey
yikii gibi fizikokimyasal 6zelliklerin istenen degerlerde elde edilmesi ¢ozelti ortam pH’1,

kitosan ve TPP konsantrasyonlarinin optimizasyonuyla ger¢eklestirilmektedir [150,154,155].
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Sekil 2.8: Iyonik jelasyon ile kitosan nanopartikiillerinin olusumu ve mekanizmasi [155,156].

2.7. NANOPARTIKULER SiISTEMLERIN FiZiKOKIMYASAL OZELLIKLERI

Nanopartikiiler sistemlerin partikiil boyutu, partikiil sekli, ylizey yiikii (zeta
potansiyeli), hidrofobisitesi ve sertlik gibi fizikokimyasal 6zellikleri biyolojik
ortamdaki karakteristik davranigini belirlemektedir (Sekil 2.9) [157-159].
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Sekil 2.9: Nanopartikiillerin uygulamada etkin olan karakteristikleri [159].

2.7.1. Partikiil Boyutu

Nanopartikiil sistemlerin in vivo davranigini, 6zellikle kan dolasiminda kalma stireleri,
immiinojenitik etkisi ve doku/hiicre etkilesimini etkileyen ©Onemli bir fizikokimyasal
ozelliklerdir [157,160]. Nanopartikiiller tasiyici sistemin biyodagilimi, hiicre i¢ine alimi, kan
dolasimdaki yarilanma Omriinii ve bagisiklik sistemi tarafindan atilmasina etki etmektedir
[161]. Nanopartikiiler sistemlerin kii¢iik boyutlar1 kan dolagiminda nispeten daha uzun siire
bulunmasinit saglarken tetiklenen bagisiklik tepkisi boyuta dogrusal olarak bagli olmasa da
etkilesimin 6nlenmesinde etkilidir [162,163]. 5 nm boyutundan kii¢iik nanopartikiiller bagisik
sistemi tarafindan hizla uzaklastirilirken [164] 30-50 nm boyutundaki nanopartikiillerin genis
ylizey alanina sahip olmasi sebebiyle hiicre yiizeyiyle etkilesimi nedeniyle etkili hiicre alimi
gostermektedir [165]. Ancak nanopartikiillerin 100 nm' den kii¢iik olmas1 durumunda ise sinirh
miktarda ila¢ tagima kapasitesi sebebiyle terdpatik etki gosterememektedir. Yeterli ilag
konsantrasyonunun yiiklenebilmesi i¢cin 100-200 nm arasinda olan nanopartikiiler sistemlerin
gerekli ylizey alani/hacim oranina sahip oldugu goriilmektedir [166]. Nanopartikiillerin boyutu
arttik¢a, ilag yiikleme kapasitesinde artis olmakta ve bu artis ila¢ salim kinetigini iyilestirmekte
ve terapdtik etkinligini arttirmaktadir. Boylece boyut biiyiikliigli nanaopartikiiler sistemin
siirekli ilag salim davranisi gostermesine sahip olmasinmi saglarken daha kiiclik boyuttaki
nanopartikiiller sistemler ise in vitro/vivo uygulamalarda ani salim (burst effect) davranisi

gostermektedir [167].
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Mukozal membran iizerinden ilag tasinmasinda boyut, mukus gegirgenligi i¢in dnemli
bir parametredir ve 10 nm’ den kiigiik ve yiizey yiikiine sahip olmayan partikiiller mukusu
herhangi bir engel olmadan gegebilmektedir. 30-60 nm boyutundaki partikiiller ise (antikorlar
gibi), miisinlerle zay1f etkilesime girerler ve yavas engellenme etkisiyle servikovajinal mukus
matrislerini  gecebilmektedir [168]. 50 nm partikiil boyutuna sahip karboksil polistren
nanopartikiiller miisin ile hidrofobik etkilesime girerken 200 nm degere sahip, yapisinda amin
grubu bulunan polistren nanopartikiilleri hidrofobik etkinin yani sira miisin yapisiyla pozitif
ylizey yiik etkisiyle etkilesim olusturarak mukoadezif 6zellik gostermektedir [167,169]. 50 ve
100 nm boyutlarindaki nanopartikiillerin mukoadezyon davranisi ile kiyaslandiginda 200 nm’
lik partikiiller mukozal membranin daha derin bolgelerine hizla niifuz ettigi tespit edilirken

partikiil boyutu ve yiizey yiikii adezyon davranisini giiglii bir sekilde belirlemektedir [170].

2.7.2. Partikiil Sekli
Nanopartikiillerin hiicre i¢i alimi, alim kinetigi ve mekanizmasi, hiicre i¢i dagilimi ve

sitotoksisitesi lizerinde dikkate deger bir etkiye sahip olan 6nemli bir 6zelliktir [171].

Kiiresel olmayan partikiiller sistemlere antijenlerin yiiklenmesiyle hazirlanan
nanopartikiiller sistemin immiinolojik tepkisindeki degisim in vitro hiicre alim ¢aligmalari
neticesinde degerlendirildiginde kiiresel olmayan pargaciklarin makrofajlar tarafindan aliminin,

kiiresel pargaciklara kiyasla daha diisiik oldugu goriilmektedir [172].

In vivo insan tiimér hiicresinde manyetik nanogubuklarin, kiiresel nanopartikiillere gore
hedefleme vektorii olarak kullanildiginda daha {istiin 6zellige sahip oldugu goriilmekte ve
tiimor hedeflemede antikanser ilaglarin tasinmasinda vektor olarak tercih edilmesi iyilestirilmis
terapotik etkinlik ve biyoyararlanim gostermektedir [173]. Zhou ve dig. [174] gergeklestirmis
oldugu c¢aligmada antikanser ilaci tasiyan nanogubuklar kiiresel nanopartikiiller ile
kiyaslamiglar ve nanogubuk ila¢ tasiyici sistemin uzatilmis kan dolasimi, fare tiimor

hiicrelerinde artan birikim gdsterdigini ve biyoyararlanimi arttirdigini belirtmislerdir [ 174].

Kiiresel ve kiiresel olmayan polistiren nanopartikiillerin biyodagilimi incelendiginde
silindirik sekle sahip tastyici sistemlerin vaskiiler endotele yapigsma etkisine sahip oldugu
goriilmektedir [175]. Nanopartikiillerin biyoadezif molekiille kaplanarak partikiil seklinin etkisi
degerlendirildigi diger bir calismada ise eliptik disk seklindeki partikiiler sistemin kan

dolagimda daha uzun yarilanma 6mrii gostererek, karacigerde daha az birikme meydana geldigi
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ayrica hedeflenen bdlgede kiiresel partikiillere gore daha fazla birikim olustugu ve vaskiiler

adezyonu arttirdig1 ifade edilmistir [176].

2.7.3. Partikiil Yiizey Ozellikleri

2.7.3.1. Partikiil Yiizey Yiikii
Nanopartikiiler sistemin hazirlandig1 ya da uygulandig1 ortamda partikiillerin kazanmis

oldugu elektriksel yiik olarak ifade edilmektedir. Partikiiller negatif, pozitif ve birlikte hem
negatif hem de pozitif yiizey ylikiine sahip (amfoterik) olabilirler. Yiizey yiikii stabilite, kan
dolasiminda kalis siiresi, hiicre i¢i alimi, biyodagilim ve biyolojik ortamla etkilesimini
belirleyen 6nemli bir parametredir. Aktive edilmis pozitif yilizey ylikii nanopartikiil sistemlerin
hedeflenen hiicrelere adezyonunu arttirmakta ve hiicresel alimi, endozomal kagisi ve
mitokondriyal hedeflemeyi kolaylastirmaktadir [177]. Pozitif yiiklii nanopartikiiler sistemlerde
nétr ve negatif yiiklii nanopartikiillere gére daha kolay hiicre i¢i alimi gézlenmektedir [178].
Kitosanin asidik ortam kosullarinda yapisindaki amino gruplarinin protonlanmasi sonucu
pozitif yiizey yiike sahip olmasi bir¢ok biyomedikal uygulama alaninda 6nemli bir aday haline
gelmesini saglarken 6zellikle ilaglarin mukozal yollardan tasinmasinda ve mukus yapisina

sahip olmayan hiicre yapisina da adezyon gostermesi kullanimini arttirmaktadir [116].
Zeta Potansiyeli

Nanopartikiillerin kolloidal dispersiyonlarinin sahip oldugu ylizey
yiikiinii/elektrokinetik potansiyelini ifade eden karakteristik bir degerdir. Nanopartikiillerin zeta
potansiyeli, partikiillerin ¢ozelti i¢indeki stabilitesini ve aglemerasyon davranisini
belirtmektedir. Yiizey yiikiine sahip partikiillerin ¢evresinde partikiil yiikiine zit yiiklii iyonlar
bulunmasiyla partikiille birlikte hareket eden sabit elektriksel ¢ift tabaka yapisi olusur. Zeta
potansiyeli, hareketli partikiil dispersiyon ortamindaki nanopartikiillerin kayma/kesilme
diizlemi ile sabit ¢ift tabakadaki (DL) elektrik potansiyelinden olusan olgiistidiir ve milivolt
(mV) birimi ile ifade edilir. Baska bir deyisle zeta potansiyeli, dispersiyon ortami ile dagilmis

parcaciga bagli sabit s1vi katmani arasindaki potansiyel farkidir (Sekil 2.10) [179].
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Sekil 2.10: Kolloidal bir ¢cozeltideki zeta potansiyeli olusum mekanizmasi [158].

Nanopartikiillerin zeta potansiyelinin olusmasina etki eden en Onemli parametre
dispersiyon ortamimimn pH degeridir. Ortamdaki —H" iyonu partikiil yilizeyinin pozitif
yiiklenmesini saglarken —OH" iyonu ise negatif yiik yiiklenmesini saglayarak zeta potansiyelin
negatif veya pozitif deger almasini saglar. Sicaklik, iyonik gii¢ ve dispersiyon ortamina katilan

diger maddeler de zeta potansiyel degerini etkilemektedir [180].

Nanopartikiiller sistemin sahip oldugu -10 mV ile +10 mV arasindaki zeta potansiyel
degerleri elektriksel olarak notr kabul edilirken < -30 mV zeta potansiyeli kuvvetli anyonik ve
>+30 mV zeta potansiyeli kuvvetli katyonik 6zellik gostermektedir. Zeta potansiyeli degeri -
30 mV' den diisiik veya +30 mV' den biiyiik olan nanopartikiiler sistemler daha iyi stabilite
gosterirken daha zayif aglamerasyon egilimine sahiptirler. Bu Ozellikler nanopartikiiler
sistemlerin hiicresel niifuz etme yetenegini etkilemektedir. Hiicre membran yapisinin — negatif
yike sahip olmasi sebebiyle yiiksek katyonik 6zellikteki nanopartikiilleri membran
bozulmasina neden olabilmekte ve daha yiiksek toksisite gostermektedir. Diger yandan ytiksek
katyonik 06zellik hiicre alimimi kolaylagtirabilmektedir [181]. Kuvvetli katyonik ozellikteki
nanopartikiiller sistemler, kuvvetli anyoniklere gore daha yiiksek toksisite gostermektedir
[182]. Katyonik 6zellige sahip nanopartikiiler sistemlerin mukozal membran iizerine adezyon
davranig1 ndtr ve anyonik 6zellikteki nanopartikiillere kiyasla negatif yiiklii musin yapisiyla

elektrostatik etkilesim olusturmasi sebebiyle daha giigliidiir [183].
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2.7.3.2. Hidrofobiklik
Nanopartikiilerin  hidrofobisite seviyesi nano tasiyicilarin  farmakokinetigini,

biyodagilimini ve toksisitesini belirleyen 6nemli parametrelerden biridir. Hidrofobisite degeri
yiiksek bir nanopartikiiler sistem in vivo uygulamada plazma proteini emme egilimi yiiksek
oldugundan RES (retikiilo endotelyal sistem) tarafindan yakalanmalar1 daha olasidir ve kan
dolasim sisteminden daha hizli temizlenirler. Nanopartikiiller sistemi RES’ ten korumak ve
biyoyararlanimi arttirmak amaciyla nano yapinin hidrofobisitesinin azaltmak i¢in yapiya PEG,
kitosan, dekstran, poloksamer, poli(oksietilen) gibi hidrofilik yapidaki polimerler
katilmaktadir. Bu polimerler arasinda en yaygin olarak tercih edileni PEG’ tir [157,158]. Huang
ve dig. [184] tarafindan yapilan ¢alismada PEG' lenmis katyonik ozellikteki lipozomlarda

diisiik karaciger alimi gozlemlenirken tiimor hiicrelerinde birikimin arttigini gozlemlenmistir.

Wang ve dig. [185] ise hidrofilik, hidrofobik ve amfifilik nanopartikiillerin bir lipit ¢ift
tabakasi araciligiyla hiicresel i¢i alimini degerlendirmislerdir. Hidrofilik nanopartikiillerin
davranisi gézlemlendiginde hidrofilik yapidaki nanopartikiillerin yiizeyi ile fosfolipitlerin polar
baslar1 arasindaki ¢ekim kuvveti ve fosfolipitlerin yapisindaki apolar kuyruklar arasindaki itme
kuvveti nedeniyle lipit ¢ift katmanlarinin dis yiizeyi iizerinde dagilma ve diizlesme egiliminde
oldugunu gozlemlemislerdir. Diger yandan hidrofobik nanopartikiillerin ise partikiil yiizeyi ile
apolar kuyruklar arasindaki afinite nedeniyle hiicre membranindan daha kolay yayilma egilimi
goriiliirken bu etki nanopartikiiler yapida gerilmeye sebep oldugu gibi membrandan ayrilmay1
da zorlagtirdigini belirmislerdir. Amfifilik yapiya sahip nanopartikiiller degerlendirildiginde ise
hidrofobik 6zellikteki partikiiller sistemler ile benzer davranis géstererek lipit ¢ift katmanindan

gectikleri gézlenmis, ancak amfifilik yapinin daha az deformasyona ugradigini belirtmiglerdir.

2.7.4. Sertlik
Nanopartikiil yapisinin sertlik derecesi kan dolasim sisteminde kalis siiresi,
biyoyararlanimi, biyodagilimini ve hiicre ici penetrasyonunu etkileyen diger bir parametre olup

yapinin deforme olabilme yetegini ifade etmektedir [157,159].

Anselmo ve dig. [186] sert yapinin kan dolagim siiresi tizerindeki etkisinin incelemisler
daha yumusak pargaciklarin (~10 kPa) daha sert pargaciklara (~3000 kPa) kiyasla daha iyi
dolasim sagladigi belirtmislerdir. Ayrica daha yumusak pargaciklarin in vitro deneyler sirasinda
makrofajlar, endotel hiicreleri ve kanser hiicrelerinde daha az tutulum gosterdigini
gozlemlemislerdir. Zhang ve dig. [187] poli(karboksibetain) nanojellerin sert ve yumusak

yapida olduklarindaki davranigini gézlemlemisler ve daha yumusak nanopartikiillerin daha sert
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olanlara gore dalak filtrasyonundan daha kolay gegebildigini boylece kan dolasim sisteminde
daha uzun kalabildigini ve daha uzun yarilanma Omriine sahip oldugunu belirtmislerdir.
Nanotasiyicilarin elastikiyeti timor hedefleme uygulamalarinda da arastirilmistir. Son
zamanlarda, Guo ve dig. [188] yumusak nanolipojellerin (~45 kPa) daha sert muadillerine gére
timor tutulumunda 2,6 kat artig gosterdigini (~19 MPa) ve daha sert muadillerinin karacigerde
yiiksek birikim gdsterdigini gozlemlemislerdir. Elastiklik, nanotastyicilarin dolagimini
etkilemekte ve daha yumusak parcaciklarin dalak filtrasyonu gibi biyolojik bariyerlerden
kacabilmesi ve tiimor dokusu gibi belirli bolgelerde segici olarak birikebilmesinde énemli bir
rol oynamaktadir. Bu durum daha sert nanoparcaciklara kiyasla damar sisteminden sizabilme,

digar1 dogru hareket etme ve deforme olma kabiliyetleriyle agiklanabilmektedir [157].

Yu ve dig. [189] yumusak, yari elastik ve sert yapidaki poli(laktik-koglikolik asit)
(PLGA)-lipit nanopartikiiller sistemlerin mukus penetrasyon yeteneklerini
degerlendirmislerdir. Orta sertlige (~50 MPa) sahip nanopartikiillerin bagirsak mukusunda
gelismis difiizyon sergiledigini belirtmislerdir. Oral yoldan uygulanan yari elastik yapidaki
nanopartikiillerin, yuamusak ve sert yapidakilere kiyasla etken maddenin biyoyararlanimini daha
da artirdigini tespit etmisler ve yumusak nanopartikiillerin mukus yapis1 tarafindan
engellendigini gozlemlemislerdir. Li ve dig. [190] gergeklestirdigi calismada ise kisa
nanotiipler ve c¢apraz bagli kisa nanotiipler sentezlemislerdir. Mukus ig¢indeki pargacik
hareketini degerlendirdiklerinde yumusak kisa nanotiiplerin sert ¢apraz bagl kisa nanotiiplere

kiyasla penetrasyon hizinin daha yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir [159].

Bu tez calismasinda ilk defa sentezlenen tiyollenmis palmitoil kitosan (TGA-Chi-
PA(1:0,25)) yapisina katilan palmitik asit ve tiyoglikolik asit molekiillerin kitosan karakteristigine

kazandiracagi 6zellikler literatiir arastirmasi neticesinde belirlenmistir:

Palmitik asit hiicre membraninda bulunan fosfolipit yapilarindaki toplam yag asitlerinin
%20-30" unu ve yag triasilgliserollerini olusturan doymus yapidaki en yaygin yag asididir [191].
Palmitik asit gen ve ila¢ tagimada nanopartikiiler sistemin yapisina katildiginda hiicre
penetrasyonu arttirici etkisi ile bilinmekle birlikte yag asitleri arasinda hiicre penetrasyonu
arttirict etkisi en fazla olan yag asitlerindendir [6,7]. Ayrica mukoadezifligi arttiric1 etkisi de
bulunmakta [5], ila¢ biyoyararlanimi iyilestirmekte ve uzatilmis ilag salimi saglamaktadir
[7,124]. Kitosanin mukoadezif 6zelliginin daha da iyilestirilmesi amaciyla giiglii mukoadezif

etki gosteren tiyol gruplarinin kitosan yapisinda bulunmasi i¢in tiyol grubu igeren tiyoglikolik
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asit ile konjugasyonu gergeklestirilerek olusturulan nano tasiyici sistemlerin miisin yapisiyla

kovalent bag olusturarak gii¢lii mukoadezyon 6zelligi kazandig belirlenmistir [8,9,105].

Bu tez kapsaminda sentezlenen TGA-DChi-PA(1:0,25) modifiye iiriiniin karakterizasyonu
yapildi, nanopartikiiler formiilasyonlar1 hazirlandi ve HEK293 canli hiicre hatt1 tizerine in vitro
sitotoksisite analizi gerceklestirildi. Mukoadezif 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla koyun
nazal mukozal membran iizerinde ex Vvivo ve in vitro 0,20 um selilloz asetat membran filtre

tizerine mukoadezyon analizleri gergeklestirildi.



34

3. YONTEM

3.1. KIMYASAL MADDELER

Depolimerize kitosan (DChi) sentezi i¢in Sigma-Aldrich tiriinii kitosan (Chi) viskozite
ortalama molekiil agirligit My= 50-190 kDa; agirlik¢a ortalama molekiil agirligi ise My =268.3
kDa dur. DD %75-85, sodyum nitrit (NaNO2) (Merck), HCI (%37) (Merck) ve NaOH (Sigma-
Aldrich) kullanildi. Chi’ nin modifikasyonunda palmitik asit (PA), %98 saflikta ve tiyolleme
reaktifi olarak da tiyoglikolik asit (TGA) (Sigma-Aldrich), > %99 saflikta, kullanildi. N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-Etilkarbodiimid hidrokloriir (EDAC) (Sigma-Aldrich) ve N-
Hidroksisiiksinimid (NHS) (Sigma-Aldrich) kullanildi. Mukoadezyon tayini ig¢in domuz
midesinden alinan Musin Tip Il (Sigma-Aldrich), isaretleme reaktifi olarak ise Floresan 5(6)-
[zotiyosiyanat (FITC) (>90% Sigma-Aldrich) kullanildi. Coziicii olarak asetik asit (glasiyal,
%100 susuz, IsoLab Chemicals), saflik oran1 > 99,9 etanol (IsoLab Chemicals) ve aseton > 99,5
(IsoLab Chemicals) kullanildi. Nanopartikiiler tasiyici sistemlerin eldesi igin sodyum
tripolifosfat (TPP) (Sigma-Aldrich) kullanildi. Tiim ¢alismalarda su deiyonize olarak kullanildi.

3.2. KULLANILAN CIHAZLAR
3.2.1. Fourier Doéniisiimlii Kizilotesi Spektrometresi (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) (FTIR)

Uriinlerin yapilarini aydinlatmak igin Agilent Technologies-Cary 630 (ABD) FTIR cihazi
kullanildi.

3.2.2. Proton Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopi Cihazi (Proton Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy) (*H-NMR)

DChi ve Palmitoil-Kitosan (DChi-PA(1:0,25)) tirlinlerinin yap1 aydinlatilmasi igin UNITY
INOVA H NMR cihaz1 (Varian; Kanada) kullanilda.

3.2.3. Jel Gecirgenlik Kromatografi Boyutlarina Gore Ayirma (Gel Permeation
Chromatography- Size Exlusion Chromatography) (GPC-SEC) Sistemi

DChi ortalama molekiil agirliklarinin ve dagiliminin belirlenmesi i¢in GPC/SEC cihazi

(Tosoh Bioscience, Japonya) kullanildi.
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3.2.4. Texture Analizi Cihazi
Uriinlerin mukozaya yapisabilirlik 6zelliklerini incelemek icin Exponent Software

yazilimi kullanilarak TA.XT plusC-Texture Analyser (USA) cihazi (Sekil 3.1) kullanildi.

Sekil 3.1: Texture analiz cihazi.

3.2.5. UV/Goriiniir Spektrofotometresi

Uriinlerinin doku iizerinde alitkonma miktar1 absorbans degeri olarak 80+ UV/VIS
Spektrometer (PG Instruments Ltd.) cihazi kullanilarak UV-Win Spektrofotometre Software
(Ver 5.2.0.1205) programu ile dlgiildii.

3.2.6. Nanopartikiiler Sistemlerin Dinamik Isik Sa¢ilimi Analizi (DLS)
Nanopartikiil sistemlerin partikiil boyutu (nm) ve poldisperslik indeksi (PDI) degerleri
ile zeta potansiyeli (mV) 6lctimleri dinamik 151k sacilimi1 (DLS) ve elektroforetik 11k sa¢ilimi

(ELS) tekniginden faydalanarak HORIBA NanoPartica SZ-100V2 (Japonya) cihazi ile dl¢iildii.

3.2.7. In Vitro Sitotoksisite Kullamilan Cihazlar

Uriinlerin in vitro sitotoksisite 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in uygulanan MTT
yonteminde IUC Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve Suni Tohumla Anabilim Dali IVF
laboratuvarlarinda hazirlanan insan embriyonik bobrek hiicre hatti (HEK293) kullanildi.
Sonuglar mikroplaka okuyucu prensibine sahip spektrofotometre cihazi Epoch 2 (Bio Tek,
A.B.D) ile degerlendirildi. Hiicrelerin MTT testi sonrast durumlarinin goriintiilenmesini

saglamak i¢in IX71 model Olypus ters mikroskop (A.B.D.) kullanildi.



36

3.2.8. Liyofilizator
Uriinlerin saflandirma asamasinda ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi ve ayn1 zamanda iiriiniin
kurutulmasinda liyofilizatér islemi icin (dondurarak kurutma yontemi) Labogene-Scanvac

model (Danimarka) ve Lyovac GT2E-Steris (Almanya) liyofilizator cihazlar1 kullanildi.

3.2.9. Santrifiij
Santrifiij islemlerinin gergeklestirilmesi i¢in maksimum 15000 rpm ve sogutma

kosullarinda ¢alisan Universal 320 R (Hettich-Almanya) modeli santrifiij cihazi kullanildu.

3.2.10. Ultrasonikasyon Cihazi
Ultrasonikasyon yontemi ile nanopartikiiler sistem elde etme denemeleri Bandelin

Sonoplus HD4100 Homojenizator (Almanya) cihazi kullanilarak gergeklestirildi.

3.3. DENEYSEL YONTEMLER

3.3.1. Depolimerize Kitosan (DChi) sentezi

1 gram Chi 200 mL 50 mM HCI (%37’ lik) ¢ozeltisinde 24 saat oda sicakliginda
karistirilarak ¢oziinmesi saglandi. Takiben icerisine NaNO2, Chi molekiiliindeki 1 mol glikoz
amin {nitesi basia 0,1 mol NaNO; olacak sekilde ilave edilerek 16 saat oda sicakliginda
manyetik karistiricida bekletildi. pH=10-11 de ¢oktiiriilerek pH=7 olana kadar deiyonize su ile
yikama yapildi ve elde edilen iiriin 0,01 mbar basingta -50 + 1 °C’de liyofilize (Lyovac GT2E,
Steris, Almanya) edilip tirtin DChi +4 °C’ da buzdolabinda sakland1 [103].

3.3.2. Chi’ nin PA ile Modifikasyon Reaksiyonu Uriinlerinin (Chi-PA) Sentezi
Chi molekiiliiniin PA ile modifikasyonunda Chi ve DChi kullanilarak, bunun yaninda
Chi:PA oranimi ve diger kimyasallar1 farkli oranlarda kullanarak asagida ayrintilar1 belirtilen

Denemel-6 gergeklestirildi [6,146].
Deneme 1: Chi-PA:0,50) Sentezi

Chi %1’ lik sulu asetik asit ¢ozeltisinde (%1 aa (%h/h)) konsantrasyonu %1 (a/h) olacak
sekilde oda sicakliginda karistirilarak ¢oziindii. Oncelikle PA molekiiliindeki COOH
gruplariin aktivasyonu i¢in PA (0,50 mol PA/1 mol glukozamin {initesi) 40 mL etanol i¢inde
¢oziindii ve PA:EDAC:NHS oran1 molce esit (1:1:1) olacak sekilde EDAC ve NHS 10 mL
etanolde ¢oziindii ve bu ¢ozelti oda sicakliginda karistirilan PA ¢ozeltisine damla damla ilave

edildi. Aktivasyonun tamamlanmasi i¢in 45-60 dk oda sicakliginda karistirmaya devam edildi.



37

Takiben aktive edilmis PA ¢ozeltisi yag banyosunda 70 °C’ de sitilan Chi ¢ozeltisine N2
ortaminda damla damla ilave edilip 24 saat 70 °C’ da yag banyosunda karistirilarak reaksiyon
gergeklestirildi. Bu siire sonunda, sogutulan reaksiyon karisgtminin pH’1 1 N NaOH ile pH 7’ ye
ayarlandi ve saflandirma islemi birinci adimda 3,5 kDa’luk diyaliz tiipii (VISKING(R), rejenere
seliiloz, Serva) kullanilarak 5 giin siiresince deiyonize suya kars: diyaliz gerceklestirildi. Uriin
0,01 mbar basigta -50 £ 1 °C’ de liyofilize edildi. Saflandirmanin ikinci adiminda ise
reaksiyona girmemis PA’ in uzaklastirilmasi i¢in liyofilize edilmis {iriin 3 kez etanol ile yikanip
deiyonize suda dagitildi ve tekrar 0,01 mbar basingta -50 + 1 °C’de liyofilize edilerek iiriin Chi-
PA@:05) +4 °C’ de saklandi.

Deneme 2-4: Chi-PA:0,05), Chi-PAq:o,10) ve Chi-PAq: 0,25 Sentezi

Bu grupta, yukarida Deneme 1’de belirtilen ayni kosullarda Chi’ nin PA ile
modifikasyonu, PA miktar1 3 farkli oranda kullanilarak (0,05 mol PA/1 mol glukozamin
tinitesi), (0,10 mol PA/1 mol glukozamin iinitesi) ve (0,25 mol PA/1 mol glukozamin iinitesi)
Deneme 2-3-4 gerceklestirildi. Bu deneylerde elde edilen saflandirilmis {iriinler sirasiyla Chi-
PA(1:0,25), Chi-PA(1:0,1) ve Chi-PA(1:0,05) olarak tanimlandi.

Deneme 5-6: DChi-PA(1:0,25) ve DChi-PA(:0,50) Sentezi

Bu grupta, yukarida Deneme 1’de belirtilen ayni kosullarda DChi’ nin PA ile
modifikasyonu, PA miktar1 2 farkli oranda kullanilarak (0,25 mol PA/1 mol glukozamin
tinitesine (0,5 mol PA/1 mol glukozamin iinitesi) Deneme 5-6 gerceklestirildi. Bu deneylerde

elde edilen saflandirilmus tiriinler sirastyla DChi-PA1:0,25) ve DChi-PA(1:0,50) olarak tanimlandi.

Sekil 3.2°de Chi ve DChi’ nin PA ile modifikasyonuna ait reaksiyon mekanizmasi

goriilmektedir.

OH
OH NH;
" NH, 70 °C 24 saat (o) HO
HO (o]
+ HiC —_— o) /
5 H 4 M EDAGINIS o y
2 o HO" N0 NH
NH, OH Yy

Sekil 3.2: Chi ve DChi’ nin PA ile modifikasyonuna ait reaksiyon mekanizmasi.
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3.3.3. Chi-PA ve DChi-PA Uriinlerinin Tiyolleme Reaksiyonlari
Bu grupta Deneme 1 {iriinii Chi-PA1:0,50) ve Deneme 5 tirtinii DChi-PA1.0,25) kullanilarak
bu iirtinlerin TGA tiyolleme reaktifi ile reaksiyonlar1 agsagida belirtildigi sekilde Deneme 7 ve

Deneme 8’ de gergeklestirildi.
Deneme 7: Chi-PA(:050) iiriiniiniin TGA ile Reaksiyonu

Deneme 1 {iriinii Chi-PA(1:0,50) konsantrasyonu %0,5 (%a/h) olacak sekilde %1 (%h/h)
sulu asetik asit ¢ozeltisinde oda sicakliginda karistirilarak ¢oziindii. TGA miktar1 Chi-PA1:0,50):
TGA oran1 1:1 (a/a) olacak sekilde alinarak 5 mL deiyonize suda ¢oziindi. 50 mM EDAC 5
mL deiyonize suda ¢oziiliip TGA ¢ozeltisine oda sicakliginda damla damla ilave edilerek 45-
60 dk. siiresince aktivasyon gerceklestirildi. Chi-PA1:0,50) ¢6zeltisinin pH’1 1 N NaOH ile 5,0
e ayarlandi1 ve aktivasyon ¢ozeltisi N2 gazi ortaminda damla damla ilave edilip 3 saat oda
sicakliginda karistirma altinda reaksiyon gergeklestirildi. Saflandirma islemi igin 3,5 kDa
diyaliz saki (VISKING(R), rejenere seliiloz, Serva) kullanilarak 1 giin siiresince deiyonize suya
kars1 diyaliz edildi. Uriin 0,01 mbar basingta -50 + 1 °C’de liyofilize edildi +4 °C’ de sakland.
Saf {iriin TGA-Chi-PA(1:050) olarak tanimlandi. Tiim ¢alismalar TGA bilesiginin bozunmasini
onlemek, tiyolleme reaksiyonun istenildigi sekilde yiiriimesini saglamak ve dolayisiyla son
iriinli yiiksek verimle elde etmek ic¢in 1siktan korunarak karanlik ortamda gerceklestirildi.

Reaksiyon mekanizmast Sekil 3.3’ de verilmistir.

EH NH. o} e
2 o o} HO
o HO 25°C - 3 saat
0 0 + HS oH _____ = HO
HO A EDAC ™ o
NH OH y
O:</\/\/\/\/\/\/‘
CH,

Sekil 3.3: TGA-Chi-PA.050) liriiniiniin sentezine ait reaksiyon mekanizmasi.

Q
o]

Deneme 8: DChi-PA.:0,25) iiriiniiniin TGA ile Reaksiyonu

Deneme 5 iirtinii DChi-PA.0,25) kullanilarak TGA ile tiyolleme reaksiyonu Deneme
7’de belirtilen ayni1 kosullarda gergeklestirildi. Elde edilen saf {irtin TGA-DChi-PA.0,25) olarak

tanimlandi.
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3.4. URUNLERIN KARAKTERIZASYONU

3.4.1. FTIR Analizi

Chi, DChi ve modifikasyon iiriinlerinin yapr aydinlatilmas1 FTIR analizi ile Bolim
3.2.1° de belirtilen cihaz kullanilarak gerceklestirildi. Ornekler IR safliktaki potasyum bromiir
(KBr) ile 6rnek/KBr orani (a/a) 1/200 olacak sekilde seyreltilerek homojen bir karigim elde
edildi ve basing altinda ince tablet haline getirildi. FTIR spektra 4000-600 cm™ dalga sayisi
araliginda kaydedildi.

3.4.2. 'H-NMR Analizi

Segilen iriin DChi ve DChi-PA(1:0,25) liriinlerinin yap1 aydinlatilmasinin saglanmasi igin
'H-NMR analizi Boliim 3.2.2 de belirtilen *H-NMR cihaz1 ile gerceklestirildi. Analizler
CD30D, 500 MHz ve 25 °C galigma sartlarinda gerceklestirildi.

3.4.3. GPC-SEC Analizi

DChi’ nin sayisal ortalama molekiil agirligi (Mn), agirlikca ortalama molekiil agirlig
(Mw) ve polidispersite indeksi (PDI= Mw/Mp) degerleri Boliim 3.2.3” de belirtilen GPC-SEC
cihazt kullanilarak tayin edildi. DChi %1 aa’ lik (%h/h) c¢ozeltisinde ¢oziindii. Son
konsantrasyon 1 mg / ml olacak sekilde 0,2 M sodyum asetat ¢ozeltisi ilave edilip 0,22 um
gozenek boyutuna sahip seliiloz asetat membran filtreden gecirilerek 1 mL hacimde viallere
alindi. Numuneler 1 mL/dakika akis hizinda, 200 ul enjeksiyon hacmi ve sicaklik 35 °C olacak
sekilde TSK gel GMPWXL 7,8 mm x 30cm, 13 um kolonu (Tosoh Bioscience, Japonya)
kullanilarak analizler —gerceklestirildi. Analiz verilerinin hesaplanmasinda ASTRA

yazilimindan faydalanildi. Sonuglar Boliim 4.3 de belirtildi.

3.4.4. Tiyollenmis Uriinlerin Tiyol Grubu Tayini
Bolim 3.3.3° de belirtilen tiyollenmis iiriinlerin yapisinda bulunan tiyol grubu
miktarinin hesaplanmasi Gok ve dig. [75] ¢caligmasinda belirtilen iyodimetrik titrasyon yontemi

kullanilarak asagida belirtilen Denklem (3.1) ile hesaplandi.

2RSH + 12 RS-SR + 2HI

e 10 mg iirlin 3 ml deiyonize suda ¢oziilerek ¢ozeltinin pH’s1 1 N HCl ile 2-3 araligina
ayarlandi.
e Indikatér olarak 150 ul %1 lik (%a/h) sulu nisasta ¢dzeltisinden katilds.
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e 1,0 mM iyod ¢ozeltisi ile kalict mavi-mor renk elde edilinceye kadar titre edildi ve tiyol
grubu miktar1 (umol/g polimer) asagidaki Esitlik 1’e gore hesaplandi.

NxFxS
T="—"2= Denklem (3.1)
1000

T: Tiyol grubu miktar1 (umol / g polimer)
N: Iyod ¢ozeltisinin normalitesi (mmol / litre)
F: Iyod ¢ozeltisinin faktorii

S: Sarfiyat miktar1 (ml)

3.4.5. Coziiniirliik Denemeleri

Chi ve Chi-PA(1:050-1:025-1:0,10-1:0,05), DChi-PA:025), TGA-DChi-PA1:025)y modifiye
tiriinlerin 1mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde deiyonize su, farkli derisimlerde asetik asit
cozeltilerinde; %1 aa (%h/h), %4 aa (%h/h), DMSO, DMF, DCM, etil asetat, etanol
¢oziciilerinde ve esit hacimlde %1 aa (%h/h) ile etanolden olusan ¢oziicii karisiminda
(%laa:Etanol, 1:1, h:h) oda sicakliginda orta karigtirma hizinda 24 saat siire boyunca ¢oziinme

davraniglar1 gézlemlendi.

3.5. URUNLERIN NANOPARTIKULER SISTEMLERININ ELDE EDILMESI ICIN
YAPILAN OPTiIMiZASYON CALISMALARI

Modifiye iriinlerden hazirlanan partikiiler sistemlerin analizleri 25 °C ortam
sicakliginda kKuvarz kiivet kullanilarak Bolim 3.2.6° de belirtilen DLS cihazi kullanilarak 3

tekrar olacak sekilde gergeklestirildi.

3.5.1. Ultrasonikasyon Yontemi ile Yapilan Denemeler

Deneme 1 iiriinii Chi-PA:.0550) %1 aa (%h/h) ¢ozeltisi i¢cinde konsantrasyonu 0,1 mg/
mL olacak sekilde ¢ozeltisini hazirlamak i¢in oda sicakliginda 1 gece karigtirildi. Boliim 3.2.10°
da belirtilen ultasonikasyon cihazi kullanilarak nanomisel yapi elde etmek amaciyla 5 mL
¢ozelti hacimlerinde buz banyosunda farkli genlik (amplitiide), siire, konsantrasyonlarda ve
DCM oranlarinda calisilarak ultrasonikasyon gergeklestirildi. Ultrasonikasyon sirasinda DCM
damla damla ilave edilerek ultrasonikasyon siiresi sonunda DCM’ nin uzaklastirilmasi i¢in

deneme iiriinleri 37 °C 30 dk. bekletildi ve ardindan partikiil boyutlar1 6l¢tildi [192].
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3.5.2. Iyonik Jelasyon Yéntemi ile Yapilan Denemeler

3.5.2.1. TGA-DChi-PA.025) Uriiniinden Nanopartikiiler Sistem Elde Edilmesi
Deneme 8 iiriinii TGA-DChi-PA1:025) %1 aa (%h/h) ve etanol (1:1 (h:h)) ¢oziici

karisimi igerisinde 0,4 mg/mL konsantrasyon olacak sekilde 1 gece karistirilarak ¢éziinmesi
saglandi. Cozelti 0,22 um PES membrandan gegirilerek denemeler yapildi. 0,5 mg/mL
konsantrasyonda sulu TPP ¢6zeltisi hazirlandi. Toplam nanopartikiil hacmi 5 mL olacak sekilde
oda kosullarinda ¢esitli TPP oranlarinda, manyetik karistirma hizlarinda, farkh
konsantrasyonlarda nTGA-DChi-PA(1.025) formiilasyonun elde edilmesine ait optimizasyon

caligmalar1 yapildi.

3.5.2.2. DChi ve DChi-PA1.0.25) Uriinlerinden Nanopartikiiler Sistem Elde Edilmesi
Deneme 3 iiriinii DChi’ nin %1 aa (%h/h) ¢ozeltisi igerisinde 1 mg/mL konsantrasyon

olacak sekilde 1 gece karstirilarak ¢6ziinmesi saglandi. Diger kosullar Boliim 3.5.2.1° de
belirtildigi gibi nTGA-DChi-PA(1.025) formiilasyonunu hazirlama kosullariyla ayni olacak
sekilde hazirlandi.

Deneme 5 DChi-PA(1:0,25) tirtiniinden nDChi-PA1:0,25) formiilasyonu da Boliim 3.5.2.1°
de belirtildigi gibi nTGA-DChi-PA(1:0,25) formiilasyonunu hazirlama kosullartyla ayni olacak
sekilde hazirlandi.

3.5.2.3. NnTGA-DChi-PA1.0,25) Formiilasyonun Stabiletesi
NTGA-DChi-PA(:0,25) formiilasyonu hazirlandiktan sonra oda kosullarinda bekletildi ve

1,7, 15 ve 21. giin boyut, PDI ve zeta degerleri 6l¢iildii. Sonuglar Tablo 4.13” de verildi.

3.6. IN VITRO SITOTOKSISITE CALISMALARI

In vitro sitotoksisite (MTT) analiz yontemi prensip olarak MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) bilesiginin canli hiicrelerde bulunan mitokondriyal
dehidrogenaz enzim ile aktivesi sonucu ¢oziinmeyen formazan kristallerinin olusturmasina
dayanmaktadir [193]. Bu yontem ile olusan formazan kristallerin 0,04 M HCI igeren izopropil
alkol c¢ozeltisinde c¢oziinmesi saglandi ve Bolim 3.2.7° de belirtilen spektrofotometre
mikroplaka okuyucusunda absorbans degerleri 6l¢iildii. Asagida belirtilen denklem (3.2)’ den
yararlanarak hazirlanan nanopartikiiler formiilasyonun HEK293 hiicre hattindaki etkisi hiicre
canlilig1 olarak hesaplandi. Her bir kuyucuk 1x10% canli HEK293 hiicresi icerek sekilde 96
kuyucuklu petrilere ekildi ve kuyucuk basina 150 pL %10 FCS igeren DMEM ilave edilerek

37 °C ve %5 CO2 kosullarinda inkubatorde 24 saat bekletildi. Siire sonunda hiicreler tizerindeki
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¢ozelti uzaklastirildi. Takiben 0,1 mg/mL ve 0,25 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan DChi,
DChi-PA(w0,25) ve TGA-DChi-PA(1:025) nanopartikiiler sistemlerden 100, 75, 50, 25, 10 pg /
mL konsantrasyonlar saglanacak miktarlarda hiicrelere ekilip toplam hacim 100 uL olacak
sekilde DMEM ile tamamlandi. Uygulama sonrasi hiicreler 4 saat inkiibe edildikten sonra
hiicrelerin tizerindeki medyum uzaklastirildi ve 100 uL MTT (0,5 mg/mL MTT) ¢ozeltisi ilave
edilerek tekrar 4 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda olusan formazan kristallerini ¢dzmek icin her bir kuyucuga 100 puL
0,04M HCI igeren izopropil alkol c¢ozeltisi ilave edilerek Bolim 3.2.7° de belirtilen
spektrofotometre mikroplaka okuyucusunda 550 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢tildii
ve asagida belirtilen formiil (Denklem 3.2) kullanilarak hiicre canliligi hesaplandi.

A polimer

o < 100 Denklem (3.2)

Hiicre canliligi (%) =

A polimer; hazirlanan polimer nanopartikiiler sistemlerin ilave edildigi hiicrelerin

absorbans degerini,

A pmewm; nanopartikiiler sistem uygulanmamis, DMEM ilavesi yapilmis kontrol

grubunun absorbans degerini belirtmektedir.

3.7. URUNLERIN MUKOADEZYON OZELLIiKLERININ iNCELENMESI

Ilag tastyic1 sistemlerin “mukoadezyon 6zelliklerinin” belirlenmesi i¢in uygulanan in
Vvitro ve ex vivo analizler, mukoadezif ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesinde biiyiik 6neme
sahiptir. Uygulanan analiz yontemleri ilacin niifuz etmesinin, ilag salim davraniginin, ilag
tasima sistemin fiziksel ve mekanik stabilitesinin, mukoadezif/biyoadezif etkilesiminin
degerlendirilmesine ve iyilestirilmesine katki saglamaktadir. Bu testlerin bazilarinda in vivo
kosullar simiile edilerek ila¢ tasima sisteminin hastaya uygulanmasi durumunda nasil bir

davranig gostereceginin anlagilmasina olanak saglamaktadir [11,45].

EX vivo mukoadezyon analizleri koyun nazal mukozal membran kullanilarak
gerceklestirildi. Mezbahadan taze kesilmis koyun kellelerinden elde edilen nazal mukozal
dokular analizler gergeklestirilene kadar -18 °C de derin dondurucuda saklandi. Analiz 6ncesi

¢Oziinme ve nemlenmenin saglanmasi i¢in %100 nem ve 37 °C sicaklikta inkiibatorde 4 saat

bekletildi.
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Sekil 3.4: Koyun burun mukoza dokusu.

Ex vivo denemeler DChi ve DChi-PA(1:0,25) ve TGA-DChi-PA1.0,25) modifiye iiriinlerin
tablet formu kullanilarak Texture analiz yontemi ve nanopartikiiler formiilasyonlarinin mukozal

yiizeyde alikonmasi/yikama metodu kullanilarak iki farkli yontem ile degerlendirildi.

3.7.1. Texture Analiz Yontemi

Ex vivo koyun nazal mukozal membran ve in vitro 0,20 um seliiloz asetat membran filtre
tizerine iki ayri1 ¢alisma olacak sekilde gergeklestirildi. DChi, DChi-PA(1:0.25) ve TGA-DChi-
PA(w0,25) modifiye tirlinlerin mukozaya yapisabilirlik dl¢timleri i¢in 50 mg tartilarak 0,35 mm
x 10 mm ebatlarma sahip 5000 psi basing altinda tabletler hazirlandi. Mukoadezyon 6zelligi
adezyon isi (N.mm) ve aderans kapasitesi/tepe noktast kuvveti (ayrilma/adezyon kuvveti)
Newton (N) olarak Boliim 3.2.4” de belirtilen Texture analiz cihaziyla 3 tekrarh olacak sekilde

6lciildii ve hesaplandi.

Sekil 3.5: Test i¢in kullanilan tiriinlerin tabletleri DChi (a) DChi-PA1.0,25) (b), TGA-DChi-PA1.0,25) (C).



44

> Ex Vivo Nazal Mukozal Membran Yontemi

Ex vivo koyun nazal mukozal yapilar inkiibatorde nemlendirilmesi saglandiktan sonra cihaz
aparatina yerlestirilip sikistirild1 ve doku yiizeyi 100 pl miktarda nazal sivinin simiile edildigi
tampon ¢ozelti (1,29 mg/mL KCl, 0,32 mg/mL CaCl..2H0 ve 7,45 mg/mL NaCl (pH 5,7-6,0))
ile 1slatildi. 10 mm ¢apinda cihaz probuna tabletler ¢ift tarafli bant ile yapistirildi. Tabletlerin
nazal mukozaya temas siiresi 120 sn ve 60 sn, temas kuvveti 3N ve 1N olacak sekilde ve prob

1

inis hiz1 1 mms™ ve ayrilma hizi1 1 mms™ olacak sekilde ayarlanarak 6l¢iimler adezyon kuvveti

(N) ve adezyon isi (Nxmm) olarak hesaplandi.

v"In Vitro Seliiloz Asetat Membran Filtre kullamlarak Mukoadezyon Tayini

0,22 pm seliiloz asetat (SA) membran filtrenin kullanildig1 analiz yonteminde SA membran
filtre cihazin sabit kismina sikistirilarak 100 pl %8 (a/h) dogal musin (miisin tip II) ¢ozeltisi ile
1slanmas1 saglandi. Proba yerlestirilmis olan tabletler Imms™ hizla yaklastirildiktan sonra temas
stiresi 60 sn olacak sekilde musin ¢ozeltisi ile yeterli siirede 1 N kuvvet altinda temas ettirilip 1
mms prob hizinda ayrilma gerceklestirildi ve sonuglar adezyon kuvveti (N) ve adezyon isi (N

x mm) olarak hesaplandi.

3.7.2. Mukozal Membran Yiizeyinde Nanopartikiil Sistemin Alikonmasi/Yikama Metodu

DChi’ nin mukoadezif 6zelliginin iyilestirilmesi i¢in yapilan modifikasyon tiriinlerinde
mukozaya yapisabilirlik Ozelliginin 1yilestirildiginin degerlendirilmesi amaciyla floresan
ozellik gosteren FITC bilesigi polimer yapisinda katilarak hazirlanan nanopartikiiler
formiilasyonlar analiz i¢in hazirlanan nazal mukozal yiizeyde alikonmasi/yikama metodu ile

degerlendirildi.

100 mg DChi 10 mL %1 aa (%h/h) ¢ozeltisinde 24 saat oda sicakliginda karistirilarak
¢oziindii ve pH=5,0 ayarlandi. 5:1000 oraninda (5 mol FITC/1000 mol glukozamin {initesi)
olacak sekilde 0,5 mg FITC/500 uL etanolden hazirlanan ¢ozelti ilave edilip 20 saat oda
sicakliginda reaksiyona birakildi. Takiben, reaksiyon karigimi liyofilize edildikten sonra toz
halinde etanol igerisinde dagitildi. Ardindan UV spektrofotometrede 485 + 20 nm dalga
boyunda absorbans degeri Ol¢iilmeyene kadar etanol ile yikama gergeklestirildi ve suda
dagitilarak 0,01 mbar basingta -50 + 1°C’de liyofilize edildi, isaretlenmis DChi, DChi-PA1.0,25)
ve TGA-DChi-PA.0.25) tiriinleri +4 °C’ de saklandi.
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Yukarida belirtilen ayni islemler 100 mg TGA-DChi-PA(:025 ve 100 mg DChi-

PA(10.25) triinleri kullanilarak da ayr1 6rnek hazirlama olarak gerceklestirildi.

Ex vivo koyun nazal mukozal yapilar %100 nem ve 37 °C sicaklikta inkiibatérde 4 saat
bekletildikten sonra analiz i¢in 1,5 x 2 cm boyutlarinda kesilerek lam {izerine yerlestirilerek 50
pL hacimde FITC isaretli nanopartikiil formiilasyonlar mukoza iizerine uygulandi.
Nanopartikiil formiilasyonun uygulanmasindan sonra nazal dokular 0 dk, 1 dk, 10 dk ve 30 dk
olarak farkli siirelerde inkiibatorde 37 °C %100 nem ortaminda bekletildi. Ardindan her bir
doku 45 °C ag1yla yerlestirilip 2 mL/dk hizda olacak sekilde 4 mL tampon ¢6zeltisi ile yikama
yapildi. Tampon ¢o6zelti olarak nazal mukoza yapisini simiile eden pH degeri 5,80 olacak
sekilde 7,45 mg/mL NaCl, 1,29 mg/mL KCI ve 0,32 mg/mL CaCl>.2H20 igerige sahip ¢ozelti
hazirlandi. Yikama sirasinda her biri ~500 pL' lik olacak sekilde alikotlar toplandi ve bir UV-
Vis spektrofotometre kullanarak 485 + 20 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii.
Analiz 3 tekrar olacak sekilde ve karanlik ortamda gerceklestirildi. Nazal mukozal membran
ylizeyine adezyonu ger¢eklesmemis nanopartikiil miktari, alikotlarin 6lgiilmesi ile absorbans
degerleri kiimiilatif olacak sekilde hesaplandi. Yikama sonrasi dokular floresan mikroskopu ile
goriintiilendi. Asagidaki Sekil 3.6° da yontemin ¢aligma prensibine ait adimlar1 gosteren sema

sunulmustur [194].

1.1 ™ Mukozal doku

2. ,-') NPs formiilasyonu
\ )
Nazal sivi | p
Noo¥
s V)
L TR

S

Sekil 3.6: Mukozal membran ylizeyinde nanopartikiiller sistemin alikonmasi/yikama yonteminin
calisma prensibine ait adimlarin sematik gosterilmesi [194].
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4. BULGULAR

4.1. FTIR ANALIZi

Chi ve Bolim 3.3.2” de belirtilen kosullarda sentezlenen Deneme 1, 2, 3, 4 ve 5
riinlerine ait FTIR spektra Sekil 4.1’ de, PA’ e ait FTIR spektra ise Sekil 4.2° de

gosterilmektedir.
120 ER
T : Chi-PA 5 10
:\G\ MHE-PAUJJS)
i 80 - Chi-PA(1.0.50)
=
3
- (1-0,50)
g
=
E
[*=
3 *
0+ § 2l o
v T T T - T T T v T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Sekil 4.1: Farkli PA oranlarinda Chi ve DChi modifikasyon firiinlerine ait FTIR spektra.
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Sekil 4.2: PA’e ait FTIR spektra.

Sekil 4.3° de Deneme 7 iiriinii TGA-Chi-PA:050) ait FTIR spektra, Sekil 4.4° de ise

DChi, Deneme 5 iriinii DChi-PA (1.025) ve Deneme 8 iiriinii TGA-DChi-PA.0.25) ait FTIR

spektra verilmistir.

Transmitans (%)
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Sekil 4.3: TGA-Chi-PA1.0,50) tirtiniine ait FTIR spektra.
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Sekil 4.4: DChi, Deneme 5 DChi-PA.0,25) ve Deneme 8 TGA-DChi-PA1.0,25) tirtinlerine ait FTIR
spektra.
4.2. '"H NMR ANALIZI

Boliim 3.3.2° de belirtilen DChi-PA (1:025 e ait 'H-NMR analizi Bolim 3.4.2° de
bahsedildigi seklide gerceklestirildi ve spektra Sekil 4.5 ve Sekil 4.6” da verilmistir.

.l - -y
p 2 . o N2
NI Fr N 4y N
A
e w,

62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 26 26 24 22 20 18 L6 14 12 10
1 (ppm)

Sekil 4.5: DChi’ e ait *H NMR spektra.
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Sekil 4.6: DChi-PA1.0.25) € ait *H NMR spektra.

4.3. GPC/SEC ANALIZI

Chi ve DChi’e ait GPC/SEC analizi Boliim 3.4.3” de ifade edildigi gibi gergeklestirildi

ve sonuglar Mp ve My olarak Tablo 4.1° de sunulmaktadir.

Tablo 4.1: GPC/SEC analizinden elde edilen Chi ve DChi ait Mn ve Mw degerleri.

Mn (kDa) Mw (kDa) PDI (Mw/Mn)
Chi 103,1 268,3 2,601
DChi 8,3 10,7 1,286

4.4, TIYOL GRUBU TAYINIi

Boliim 3.3.3° de ifade edilen Deneme 7 TGA-Chi-PA(1.0550) ve Deneme 8 TGA-DChi-
PA(w0.25) tiyollenme reaksiyonlar1 iiriinlerinin serbest tiyol grubu tayini Bolim 3.4.4° de
anlatilan iyodimetrik titrasyon yontemiyle gergeklestirildi Sonuglar Tablo 4.2° de

gosterilmektedir.
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Tablo 4.2: Uriinlerin serbest tiyol grubu miktari.

Tiyol Grubu Miktar1 (umol/g

Polimer Polimer)
TGA-Chi-PA(1:050) 37
(Deneme 7)
TGA-DChi-PA(1:0,25 901

(Deneme 8)

4.5. URUNLERIN COZUNURLUKLERIN INCELENMESI

Bo6liim 3.3.2 ve Boliim 3.3.3” de belirtilen Deneme 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 8 ¢Oziiniirliik testi

Boliim 3.4.5” de anlatildig1 gibi gerceklestirildi ve tirtinlerin ¢oziintirliik 6zellikleri Tablo 4.3’

de gosterilmektedir.

Tablo 4.3: Uriinlerin ¢dziiniirliik 6zellikleri.

Uriinler* DSu  %laa  %4aa DMSO DMF DCM Alsi[ilat Etanol ‘y"(llf"la(ftﬁ)r)‘o'
Chi X + + X X X X X +
Chi-PA(1:050) X¢ Dispers®  Dispers X X X X X X
Chi-PA1:0,25) X Dispers Dispers X X X X X X
Chi-PA:0,10) X Dispers Dispers X X X X X X
Chi-PA(:00s) X Dispers Dispers X X X X X X
DChi-PAq:050) X Dispers Dispers X X X X X X
DChi-PA(:0.25) X Dispers Dispers X X X X X +2
TGA-DChi-PA:0,25) X Dispers Dispers X X X X X +

Uriinlerin ilgili ¢éziiciideki 1 mg/ml lik ¢ozeltileri hazirlanarak test edildi, % 1 aa, % 4 aa (%h/h)

2 Tam ¢oziinme; *: Coziinme yok polimer ince ince dagilmis halde; ®: Coziinme yok
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46.DChi ve MODIFIYE DChi URUNLERININ NANOPARTIKULER
SISTEMLERININ HAZIRLANMASI iCiN OPTIMIZASYON CALISMALARI

4.6.1. Ultrasonikasyon Yontemi ile TGA-Chi-PA@:050 Nanopartikiiler Sistemin
Hazirlanmasi

Boliim 3.3.2 ve Boliim 3.3.3” de belirtilen kosullarda sentezlenen Deneme 7 TGA-Chi-
PA(1.050) Uiriiniinden Boliim 3.5.1° de belirtilen ultrasonikasyon yontemi ile nanopartikiil elde

etme kosullar1 ve partikiillerin 6zellikleri Tablo 4.4, 4.5 ve 4.6’ da verilmektedir.

Tablo 4.4: Ultrasonikasyon kosullar1 ve elde edilen partikiil 6zellikleri.

Ultrasonikasyon Kosullar:

Boyut (nm) PDI Genlik - Titresim Siire (dk)
5935,8 11,434 5
6378 3,397 10
%20A 30-30 sn
3593,2 7,041 15
3367,5 2,042 20
921,5 0,688 %40A 30-30 sn
551,2 0,986 %60A 30-30 sn
15
423,3 0,729 %80A 30-30 sn
764,9 1,485 %90A 30-30 sn

Tablo 4.5: %80A 60-30 sn kosullarinda 5 dk 1.ultrasonikasyon kosullarini takiben degisen sartlarda
2.ultrasonikasyon uygulanmasiyla elde edilen partikiil 6zellikleri.

Ultrasonikasyon Kosullari
Genlik — Titresim - Siire

Boyut (nm) PDI
1. 2.
424,1 0,552 %20A 30-30 /10 dk
1249,4 5,457 %40A 30-30 /10 dk
4244 0,633 %80A 60-30 sn/5 dk %60A 30-30 /10 dk
511,4 0,56 %80A 30-30 /10 dk

461,3 0,80 %2100A 30-30 /10 dk



52

Tablo 4.6: Farkli DCM miktarlarinda uygulanan ultrasonikasyon sonrasi elde edilen partikiil 6zellikleri.

%80A 60-30 sn 5 dk + %60A 30-30 sn 10 dk

Boyut (nm) PDI DCM (uL)

1942 3,588 100
1237,3 2,505 150
1044,1 2,528 200
1085,3 2,591 250
2810,7 0,811 400
1617,8 2,321 500
1089,6 0,864 600

4.6.2. nDChi, nDChi-PA(1:025) ve NTGA-DChi-PA(:0,25) Formiilasyonun iyonik Jelasyon
Yontemi ile Optimizasyonu

Boliim 3.3.1, Boliim 3.3.2 ve Boliim 3.3.3” de anlatilan kosullarda elde edilen DChi,

DChi-PA(1.0,25) ve TGA-DChi-PA1.0,25) iiriinlerinden Bo6liim 3.5.2” de anlatilan iyonik jelasyon

yontemi ile elde edilen nDChi, nDChi-PA1:0.25) ve N"TGA-DChi-PA(1:025) formiilasyonlarin
ozellikleri Tablo 4.7- 4.13” de verilmektedir.

Tablo 4.7: 0,1 mg/mL nanopartikiil konsantrasyonunda farkli Polimer:TPP (a:a) oranlarinda 250 rpm
1 saat karigtirma ile elde edilen nTGA-DChi-PA.0,25) formiilasyonun 6zellikleri.

Polimer: TPP orani

Boyut (nm) + SD

PDI £ SD

Zeta Potansiyeli

(ala) (mV) = SD
2:1 aglomerasyon

3:1 1646,2 + 2040,6 3,227 + 3,56

4:1 234,4+10,3 0,310+ 0,060 184+1,8
5:1 221,5+31,3 0,538 0,100 16,6 £ 0,7
6:1 336,5 + 166,1 1,812 £ 0,720

8:1 524.,6 + 305,2 3,241

10:1 1896,0 + 2867,5 3,651
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Tablo 4.8: 0,1 mg/mL nanopartikiil konsantrasyonunda Polimer:TPP (a:a); 4:1 oraninda farkli
karistirma hizlarinda 1 saat karistirma ile elde edilen nTGA-DChi-PA1.0,25) formiilasyonun 6zellikleri.

Zeta Potansiyeli
Kanstirma Hizi (rpm) Boyut (nm) + SD PDI £ SD (mV) £ SD
250 266,7 + 12,2 0,323 + 0,06 18,3+1,2
500 378,2+ 31,6 0,532 £ 0,072 20,1 £0,75
750 707,8 £ 363,2 0,964 + 1,533 14,6 £3,15
1000 1791,2 + 364,2 3,629 + 1,690 9,7+277

Tablo 4.9: Polimer:TPP (a:a); 4:1 oraninda 250 rpm 1 saat karistirma ile farkli nanopartikiil
konsantrasyonlarinda elde edilen nTGA-DChi-PA(1.0.25) formiilasyonun 6zellikleri.

Nanopartikiil Konst.

(ma/mL) Boyut (nm) + SD PDI  SD ZEt(f‘nsf;ti”SsB' eli
0,10 204,6+9,2 0,287 = 0,039 18,5+ 0,9
0,25 279,9+223 0,403 0,069 16,5+ 0.8
0,50 366,7 = 35,7 0,564 + 0,088 17,1+ 04

Tablo 4.10: Uriinlerinin 0,1 mg/mL nanopartikiil konsantrasyonunda Polimer:TPP (a:a); 4:1 oraninda
250 rpm 1 saat karigtirma ile elde edilen nDChi, nDChi-PA(1.0,25) Ve NTGA-DChi-PA:0,25)
formiilasyonlarinin 6zellikleri.

Nanopartikiil Konsantrasyonu (mg/mL)

0.1 025
Zeta Zeta
(nz;”i“;]) PDI+SD  Potansiyeli (nI;;’i“StD PDI+SD  Potansivel
(mV) = SD (mV) + SD
uDChi 45.8%0.8 0.441=0,069  482=15 56.8+0.1  0300=0016 441<32
nDChi-PA (1,915, 238.0£37.0  0481=0,140 205=18 288.4=58  0429+0063 182+2.5
nTGADChi PAgyss  217.4%120  0241=0050  19,7=08 277457  0409+0049 20,1+18
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Tablo 4.11: TGA-DChi-PA.0,25) lirliniiniin 0,1 mg/mL nanopartikiil konsantrasyonunda Polimer: TPP
(a:a); 4:1oraninda 250 rpm 1 saat karigtirma ile farkli pH degerlerinde elde edilen nTGA-DChi-
PA(1.0,25) formiilasyonun 6zellikleri.

pH Size (nm) + SD PDI + SD Zeta (mV) = SD
3,75* 270,3+ 16,2 0,380 + 16,2 17,3+£3,1
5,00 280,8 £ 16,7 0,502 + 0,099 49+1.8
5,50 693,3 + 60,4 2,613

6,00 1036,7 £ 78,1 10,107

Tablo 4.12: 0,1 mg/mL nanopartikiil konsantrasyonunda Polimer:TPP (a:a); 4:1oraninda 250 rpm 1
saat karigtirma ile farkli etanol miktarlarinda elde edilen nTGA-DChi-PA(1.0,25) formiilasyonun

ozellikleri.
Etan(()rlnlll_liktarl Size (nm) £ SD PDI £ SD ZEt(?n Izlo)tinss]i%/eli
0 olgiilemedi
1,00 Olglilemedi
1,50 2093,4 +1807,4 4,804 ——
175 2053+ 1,1 0,361 220409

Tablo 4.13: 0,1 mg/mL nanopartikiil konsantrasyonunda Polimer:TPP (a:a); 4:1 oraninda 250 rpm 1
saat karistirma ile elde edilen nTGA-DChi-PA.0,25) formiilasyonun oda kosullarinda stabilitesi.

Siire (giin) Boyut (nm) + SD PDI + SD Zeta (mV) = SD
1. 203,2 + 18,0 0,350 + 0,086 15122
7. 233,9+ 20,1 0,352+ 0,051 17,2+2,5
15. 771,3 £486,1 1,598 + 1,840
21. aglomerasyon

4.7. Polimerlerin MTT Yontemi ile Sitotoksisite Ozelliklerinin Belirlenmesi

Deneme 5 ve Deneme 8 firlinlerinden hazirlanan nDChi-PA1:0,25) ve nTGA-DChi-
PA(1:0,25) formiilasyonlarin Boliim 3.6° de anlatilan MTT yontemi ile in vitro sitotoksisite analizi

sonuclar1 Sekil 4.7° de verilmistir.
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Sekil 4.7: nDChi-PA(1.0,25 v NTGA-DChi-PA1.0,25) tirtinlerinin A)0,1 mg/mL, B)0,25 mg/mL
nanopartikiil konsantrasyonlarinda HEK293 hiicreleri tizerindeki sitotoksisite dzellikleri.

4.8. POLIMERLERIN MUKOADEZYON OZELLIiGINININCELENMESI

4.8.1. DChi, DChi-PAq:0,25 Ve TGA-DChi-PA(025y Uriinlerinin Mukoadezyon
Ozelliginin Texture Analizi ile Belirlenmesi

Uriinlerin Béliim 3.7.1° de anlatildig: iizere Texture analiz yontemi ile mukoadezyon

ozellikleri gerceklestirildi, incelendi ve sonuglar Tablo 4.14 ve Tablo 4.15” de sunulmustur.
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Tablo 4.14: Uriinlerin koyun nazal mukozal membran iizerine Texture analiz sonuglari.

Temas Kuvveti 3N Temas Kuvveti 1IN
Temas Siiresi 120 sn Temas Siiresi 60 sn
Uriinl Ayrima Kuvveti = SD Ayrilma fsi +SD Ayrima Kuvveti = SD Ayrilma Isi + SD
riinler _ _
™ (N'x mm) ™) (N x mm)

DChi 1.015 +£0.303 0.335 +£0.055 0.410 + 0.081 0.067 +£ 0.016
DChi-PAq.q55 1.694= 0,026 0.464 £0.190 1.038 £ 0.619 0,299 £0.139
TGA-DChi-PA ;.5 2.203 £+ 1.006 0,641 £0.278 1.897 £ 0.517 0,348 £ 0.155

Tablo 4.15: Uriinlerin miisin ¢ozeltisi ile seliiloz asetat membran filtre iizerine mukoadezyon

ozellikleri.
Temas Kuvveti 1 N
Temas Siiresi 60 sn
Ayrilma -
Uriinler Kuvveti + SD Ayrilma Isi & SD
(N x mm)
(N)
DChi 0,436 + 0,059 0,287 +0,019
DChi-PA 025 1,228 £ 0,126 0,381 + 0,039
TGA-DChi-PA(l;ovzs) 1,917 +£ 0,525 0,414 + 0,084
Force (N) For@ (N) 1 & Force3g\_l) :
a 20 b 20 if L adhesiveness
‘f» .-Adhesiveness 2,5 |
2,0
't .-Adhesiveness

1,5

1,0

05

_2{5 25 -2l,5 "o 25 o5 ’ 25
Distance (mm) Distance (mm) [ Distance (mm)

Sekil 4.8: (a); DChi, (b); DChi-PA.0,25) Ve (€); TGA-DChi-PA1.0.25) lirtinlerin nazal doku tizerine 3 N
120 sn ¢alisma kosullarinda Texture analiz 6l¢iim grafikleri.
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Force (N) Force (N) 1 2Force (N)
1,69 18 2,004
Adhesive
a ¢ dhesiveness
b :
1,44 16 1,754
14
1,24 1,50
12
1,04 1.2

0,8

0,64
,.-Adhesiveness

0,4

0,2

18 B T

T T
2 \ ( 2
Distance (mm) ‘ Distance (mm)
nod

Sekil 4.9: (a); DChi, (b); DChi-PA1.0.25) Ve (€); TGA-DChi-PA.,25) tirlinlerin nazal doku iizerine 1 N
60 sn ¢alisma kosullarinda Texture analiz 6l¢iim grafikleri.

Force (N) FU"CGZ (ON) 1 Forcesgﬂ) 1
1,69 il :
a b c
1,4 75
~Adhesiveness
15 1,54
2,04

o £|.-Adhesiveness
08 1,04 1,5
0,6

F IAdhesiveness 50
0. 0,5

T T o é . J X
2 2 2 § g <2 2

Distance (mm)
Distance (mm)

Distance (mm)
-0 2

Sekil 4.10: (a); DChi, (b); DChi-PA.0.25) Ve (¢); TGA-DChi-PA(1.0.25) tirtinlerin musin ¢ozeltisi ile 1 N
60 sn ¢alisma kosullarinda Texture analiz 6l¢iim grafikleri.

4.8.2. nDChi, nDChi-PA@:025) ve NTGA-DChi-PA:025) Sistemlerin Ahkonmasy/Yikama
Metodu ile Mukoadezyon Ozelliginin incelenmesi

Boliim 3.7.2” de belirtildigi gibi FITC ile isaretlenmis DChi, DChi-PA(1.0,25) ve TGA-
DChi-PA(1.0,25) lirlinlerinin Bolim 3.5.2° de anlatilan sartlarda nDChi, nDChi-PA1:0,25) Ve
NTGA-DChi-PA(.0.25) formiilasyonlart hazirlandi ve nanopartikiillerin nazal doku iizerinde
alikonmasi/yikama metodu ile mukoadezyon 6zelligi incelendi ve sonuglar Sekil 4.11” de,

floresan 6zelliginin tespit edildigi fotograflar ise Sekil 4.12° de verilmektedir.
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F
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Sekil 4.11: FITC ile isaretlenmis nDChi, nDChi-PA1.0.25) ve NTGA-DChi-PA1.0,25) Sistemlerin nazal
mukozal doku iizerinden yikama metodu uygulanarak toplanan siipernatantlarin kiimiilatif absorbans
degerlerine ait grafik.

Uriin

nDChi

nDChi-PA 10,25

NTGA-DCh i-PA(l;o,zs)

Baslangi¢

inkiibasyon Siiresi

(4 mL Nazal Siv1 ile Yikama Sonrasi)

1.dk.

10.dk.

30.dk.

Sekil 4.12: FITC ile isaretlenmis nDChi, nDChi-PA1.0,25) Ve NTGA-DChi-PA1.0,25) formiilasyonlarin
nazal mukozal doku iizerinde alikonmasi/yikama analizine ait floresan goriintileri (20X).
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5. TARTISMA

5.1. URUNLERIN KARAKTERIZASYONU

5.1.1. FTIR Spektra Degerlendirme

5.1.1.1. Chi ve DChi FTIR spektra
Chi’ na ait FT-IR spektra Sekil 4.1.” de ve Boliim 3.3.1 ‘de ifade edilen depolimerizasyon

reaksiyonuyla elde edilen DChi e ait FTIR spektra ise Sekil 4.4’ de goriilmektedir. Her iki

spektrada incelendiginde hemen hemen ayni karakteristik absorpsiyon bantlarini sergiledigi

aciktir; Bunlara iligkin bantlar ve ilgili oldugu gruplar/baglar vb. bilgiler asagida sunulmustur:

v

3508-3300 cm! bolgesinde primer amin gruplari1 N-H bagi gerilme titresimlerinden ileri
gelen bant, 3394-3350 cm™ bolgesinde piranoz halkadaki metilol grubunun O-H
gruplar1 gerilme titresimlerinden ileri gelen bant ile girisimli olarak 3430 cm™ da

goriilmektedir,

Asetil amid yapidaki NH> gerilme titresimlerinden ileri gelen absorbsiyon bant1 2920
cm™” de ve piranoz halkadaki CH2 gruplarmin C-H bag1 simetrik/asimetrik biikiilme

bant1 ve CHz gerilme titresimlerinden ileri gelen bant1 ise 2883 cm™’ de goriilmektedir,

Asetil amid yapinin Amid I C=0 bagi gerilme titresiminden ileri gelen ve 1650-1580
cm™ araliginda gériilen primer amin gruplar1 N-H bagi deformasyon titresimlerinden
ileri gelen bant ile girisimli olarak tepeleri 1650 cm™ (Sekil 4.1) ve 1648 cm™ de (Sekil
4.4) goriilmektedir,

Primer amin gruplar1 NH2 biikiilme ve N-H bagi deformasyon titresimlerinden ileri
gelen bant 1591 cm™ de ufak pik olarak 1557 cm' e kadar yaygm omuz halinde

goriilmektedir,

Piranoz halkadaki metilol gruplarma ait 1480-1410 cm™ bélgesinde gériilen CHp
gruplar1 deformasyon titresimlerine, 1390-1280 cm™ bolgesinde goriilen CH2 gruplar
sallanma titresimlerine, 1430-1370 cm™ bolgesinde goriilen CH-OH baglar1 gerilme

titresimlerine ait bantlar tepeleri 1420 cm™, 1380 cm™ ve 1320 cm™ lerde olan bantlar
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olarak goriilmekte olup asetil amiddeki CHs gruplari gerilme titresimi ve amid yapinin

N-H ve C-N baglarina ait gerilme titresimleri ile girisimli olarak goriilmektedir,

v' 1200-1000 cm™* bolgesinde goriilen metilol grubu C-O bag: gerilme titresimlerine ait

bantin tepesi 1200 cm™’ de goriilmektedir,

v' Piranoz halka yapisindaki -CH> gruplarina ait gerilme titresimlerinden ileri gelen bant
1260 cm™ de, C-O baglar1 ve C-O-C képriilerinin asimetrik/simetrik gerilme
titresimlerine ait bantlar ~1160-955 cm™ araliginda tepeleri 1152, 1075 ve 1033 cm™
deki bantlar olarak goriilmektedir. Ayrica primer amin gruplarindaki C-N baglar
gerilme titresimlerine ait bantlar ise 1090-1020 cm™ bélgesinde siddetli bantlar halinde

ve bu bolgedeki diger bantlar ile girisimli olarak bulunmaktadir.

Sonug olarak depolimerizasyon reaksiyonu ile elde edilen DChi ile Chi’ nin molekiil
yapisinin ayni oldugu, baska deyisle Chi’ nmin ortalama molekiil agirligmin diismesiyle
molekiiler yapisinda herhangi bir degisim olmadigi FTIR spektra degerlendirmesiyle

dogrulandu.

5.1.1.2. Chi-PA Uriinlerinin FTIR Spektra
Palmitik asitin Chi molekiiler yapisina konjugasyonu ile PA” in COOH gruplarinin Chi’ nin

yapisinda bulunan primer amin gruplari ile amidasyon reaksiyonuna girerek amid baglarinin
olusmas1 beklenmektedir. Sekil 4.1° de farkli oranlarda palmitik asit kullanilarak sentezlenen
Chi-PA fdiriinlerinin FTIR spektras1 goriilmektedir. Tiim spektra kargilastirildiginda hemen
hemen ayn1 karakteristik absorpsiyon bantlarinin bulundugu goriilmektedir. Bununla birlikte,
beklenildigi gibi sentezde kullanilan PA miktarina bagl olarak bazi bantlarin siddetlerinin
farkli olmasi, tepelerinin ise yakin dalga sayilarina kaymis olmasi da beklenilen bir durumdur.
Bu baglamda segilen {iriin DChi-PA:0,25) FTIR spektrasinda (Sekil 4.4) bulunan absorbsiyon

bantlar1 ve ilgili titresimler asagida belirtilmistir.

v" Beklenilen reaksiyon sonucu olusan sekonder amid baginin yapisindaki Amid IT N-H
bag1 gerilme titresimlerine ait bant 3460-3300 cm™ bolgesinde keskin bant olarak
goriilmekte olup Chi’nin yapisindaki 3430 cm™ de gériilen primer amin gruplarmin N-
H baglar1 ve metilol grubundaki O-H gruplar1 gerilme titresimlerine ait bantlar ile 3420
cm' de digerleriyle girisimli olarak yaygin ve o bdlgenin siddetini arttirmis olarak

goriilmektedir,
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PA yapisindaki uzun zincirli alkil grubu 3000-2800 cm™ bolgesinde CHs grubundaki -
C-H baglar1 asimetrik gerilme titresimlerine ait ve -CH»- grubuna bagli asim./sim. C-H
baglar1 gerilme titresimlerine ait bantlar ise tepesi 2920 cm™’ de ve 2854/ 2852 cm™'de

goriilmektedir,

Tepeleri 1710/1713 cm™(Sekil 4.1 ve Sekil 4.4)’de bulunan sekonder amid yapilardaki
1710-1695 cm™ bolgesinde gozlemlenen Amid I (C=0) gerilme titresimlerine ait bant

omuz seklinde goriilmektedir,

Amid I C=0 gerilme titresimlerine ait bant tepeleri 1650 cm™ (Sekil 4.1 ve Sekil 4.4)
dalga sayilarinda ve olugan yeni amid baglar1 sebebiyle siddeti artmig olarak goriilmekte
olup Chi’nin yapisindaki asetil amid gruplarindan dolay1 gézlemlenen Amid I C=0

gerilme titresimi ile girisimli olarak bulunmaktadir

Amid Il N-H deformasyon titresimlerine ait bant keskin uzun bant olarak tepesi

1582/1564 cm™” de (Sekil 4.1 ve Sekil 4.4) goriilmektedir,

1485-1445 cm™ bolgesinde alkil zincir yapisinin —(CH2)n grubuna ait C-H bag

deformasyon titresimlerine ait bant 1468 cm™* de goriilmektedir,

1416 cm™, 1380 cm™ ve 1320 cm™°de (Sekil 4.4) Chi’ nin serbest metilol grubundan
kaynaklanan CH-OH baglar1 gerilme titresimlerine ait bantlar ve 1198 cm™ de C-O bag1
gerilme titresimine, PA yapisindaki CH2 gruplar biikiilme/makaslama titresimlerine ait
bant, CH3 gruplarindaki -C-H baglarinin asim. biikiilme titresimlerine, -C-H baglarinin
sim. biikiilme/deformasyon titresimlerine ve CH: gruplarindaki -C-H baglarinin
biikiilme/sallanma titresimlerine ait bantlar ile girisimli olarak ve bant siddetlerinde bir

azalma olmadan bulunmaktadirlar,

1350-1310 cm™ ve 1305-1200 cm™ bolgelerinde goriilen Amid IIT (C-N) gerilme
titresimlerine ait bant tepeleri 1317 cm™ ve 1260 cm™ de gériilmekte (Sekil 4.4), Chi’
nin piranoz halkasinda bulunan -CHaz- gruplarinin gerilme titresimlerine ait bant ise

1260 cm™ de girisimli halde titresimi artmis olarak goriilmektedir,

Sekonder amid yapilarinda gériilen Amid V N-H deformasyon bant1 720 cm™ degerinde

goriilmekte olup bu bolgede gozlemlenen PA zincir yapisindaki C-H baglar gerilme ve
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-(CH2)n gruplar1 sallanma titresimlerine ait bantlar ile girisimli olarak uzamis ve

genislemis halde goriilmektedir,

Sonug olarak olusan yeni amid baglarina ait karakteristik bant degerleri 1650 cm™ de Amid
I C=0 gerilme titresimlerine ait siddetli absorpsiyon banti olarak, Chi’ nin yapisindaki serbest
primer amin NH; gruplarinin biikiilme ve N-H deformasyon titresimlerine ait bant 1591 cm™
de ufak pik olarak 1557 cm™"’ e kadar yaygin omuz halinde goriilmekteyken (Sekil 4.1 ve Sekil
4.4) serbest aminlerin COOH grubuna katilmasiyla siddetleri belirgin bir sekilde azalmis olarak
ve Sekil 4.1’ de 1582 cm™ ve Sekil 4.4’ da 1564 cm™’ de Amid II N-H deformasyon
titresimlerine ait bant ile girisimli olarak hafif omuz halinde ortaya ¢ikmakta ve ayrica 1711-
1700 cm™ bolgesinde goriilen PA’ in COOH grubunun karakteristik C=0 bag1 gerilme
titresimlerine ait bant Sekil 4.2° de 1704 cm™ ‘de goriilen Sekil 4.1 ve Sekil 4.4 incelendiginde
bu pikin kayboldugu goriilmesi reaksiyonun COOH grubu iizerinden amidasyon seklinde
gerceklestigini dogrulamaktadir. Ayrica FTIR spektradaki Chi’ nin metilol gruplarina ait
karakteristik bant degerleri ve siddetleri goz oniine alindiginda metilol grubunun OH grubu ile

PA’ in COOH gruplar arasinda herhangi bir reaksiyon ger¢eklesmedigi de dogrulanmaistir.

5.1.1.3. Tiyollenmis iiriin TGA-DChi-PA(1.025) FTIR Spektra
Bolim 3.3.3° de anlatildigi sekilde sentezlenen TGA-DChi-PA1.0,25)-lirlintine ait FTIR

spektra Sekil 4.4 da goriilmekte olup, karakteristik absorpsiyon bantlar asagida verilmistir:

v" TGA’ in molekiil yapisinda bulunan CH2-SH grubunun 2985-2835 cm™ bélgesinde
goriilen asim. CH gruplarinin gerilme titresimlerine ait bant 2958 cm™ de
goriilmektedir, -SH gruplar1 gerilme titresimlerine ait bant ise 2600-2535 cm*
bolgesinde goriilmekte olup TGA’ in DChi-PA.0.25) yapisina katilmasiyla Sekil 4.4’
deki spektrada 2560 cm™’ de canak seklinde yaygin absorpsiyon banti olarak

goriilmektedir,

v’ 1730-1715 cm™ araliginda gériilen ester yapt C=0 bagma ait gerilme titresimlerinden
ileri gelen absorpsiyon bant1 1718 cm™’ de goriilmekte olup DChi-PA(1.025° ya ait
spektrada tepesi 1713 cm™’de goriilen sekonder amid yapilardaki 1710-1695 cm™
bolgesinde gozlemlenen Amid I (C=0) gerilme titresimlerine ile bant ile girisimli

olarak keskin tepeli omuz seklinde goriilmektedir,
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v' 1650-1550 cm™ blgesinde serbest primer amin gruplarindaki N-H baglar1 deformasyon
titresimlerine ait bant TGA-DChi-PA(1.025) ait spektrada 1634 cm™’ de Chi’ min
yapisindaki serbest primer amin gruplarindaki N-H baglarina ait deformasyon
titresimlerinden ileri gelen bant, Chi’ nin asetil amid grubundan ve DChi-PA(1:0,25)
iriiniindeki amid baginin yapisindan kaynaklt Amid I C=0O gerilme titresimlerine ait

bantlar ile girisimli olarak goriilmektedir,

v’ 1575-1515 cm™ bolgesinde goriilen Amid I N-H deformasyon titresimlerine ait bat
1573 cm™’ de goriilmektedir,

v' Chi’ deki piranoz halkadaki metilol gruplarina ait CH> gruplarindan ileri gelen
deformasyon titresimleri, CH-OH gruplarinin gerilme titresimlerine ait bantlar Chi igin
1420 cm™ de DChi-PA1.025) igin ise 1416 cm™ de ve 1198 cm™” de goriilen C-O
baglar1 gerilme titresimlerine ait bantlar kaybolmus ve/veya siddetleri ¢ok azalmis
olarak bulunmaktadir. Ayrica 1380 cm™’ de, Chi i¢in 1320 cm™’ de, DChi-PA(1:0,25)igin
ise 1317 cm™ deki absorpsiyon bantlarmin ise titresimi azalmis olarak TGA-DChi-
PA(:025) iiriiniine ait spektrada 1319 cm™ de gériilmektedir ayrica 1319 cm™ de
goriilen abrsorbsiyon banti ile Amid III (C-N) gerilme titresimlerine ait bant ve 1382
cm™®” de goriilen absorpsiyon banti ile amid yapmin N-H ve C-N baglarina ait gerilme

titresim bantlar1 girisimli olarak bulunmaktadir,

v' CH2-SH yapisinin 1460-1410 cm™ bolgesinde goriilen CH, deformasyon ve makaslama
titresimlerine ait bantlar yaygin omuz seklinde ~1410 cm-*> de goriilmektedir, 1305-
1215 cm™ bolgesinde goriilen CHz gruplarma ait sallanma titresimlerinden ileri gelen

bant 1239 cm™’ de goriilmektedir,

v' Tiyollenme reaksiyonu olusan ester bag1 yapisinin 1300-1050 cm™ araliginda gériilen
C-O-C gerilme titresimlerine ait bant1 1239 cm™ ve 1153 cm™ de 1305-1200 cm™
bolgesinde goriilen Amid IIT (C-N) gerilme titresimlerine ait banti ve Chi’ nin piranoz
halkasinda bulunan -CHp»- gruplar1 gerilme titresimlerine ait bant ile girisimli olarak

goriilmektedir.

v' Chi ve DChi-PAq.025 spektrasinda 950 cm™ de gériilen piranoz halka yapisindan
kaynakli kiigiik omuzun TGA-DChi-PA1.025) iiriinii spektrasinda 948 cm™ de tepe
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yaparak kiigiik bant olarak ortaya ¢ikmasi -SH gruplarinin gerilme titresimlerinden

kaynaklandig1 acik¢a gostermektedir.

Sonug olarak Sekil 4.4° da TGA-DChi-PA(1:0.25) liriiniine ait spektra degerlendirildiginde
TGA bilesiginin molekiiler yapisinda bulunan -SH grubuna ait karakteristik bantlarin ortaya
¢iktigi, COOH grubunun ise Chi’ nin serbest metilol grubundaki -OH gruplari ile reaksiyona
girmesinden dolay1 olugan ester bag yapisina ait absorpsiyon bantlarinin da ortaya ¢iktig1 ve
beklenildigi gibi metilol gruplarina ait bantlarin kayboldugu ve/veya siddetinde ¢ok azalma
oldugu dolayisiyla reaksiyonunun basarili bir sekilde gergeklestigi dogrulanmistir. Ayrica
DChi-PA1.0.25) molekiiliindeki amid baglarina ait bantlar ile alkil zincirlerine ait 2920 cm™ ve
2852 cm™’ de goriilen bantlarin varligmm da korundugu goriilmektedir. Boylece yapida
herhangi bir bozulma yodniinde bir degisikligin de olmadigi, baska deyisle hem DChi-PA(1:0,25)
iriiniiniin temel yapisinin korundugu hem de yapiya serbest -SH grubunun katilmasiin da

saglandig1 dogrulanmistir.

5.1.2. 'H-NMR Analiz Sonucunun Degerlendirilmesi
DChi ve DChi-PAg.02s) iiriinlerinin yapilarinmn aydimlatilmast H-NMR analizi
gercgeklestirildi (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

Sekil 4.5 DChi iiriiniine ait *H-NMR spektra degerleri;

(500 MHz, CD30D) [ppm]: 8=1.95 (m, metil (-NHCOCHs- ), 3.06 (t, -O-CH-CH-NH>),
3.40-3.80 (dd, ddd, (OH-CH2-CH-), (-O-CH-CH,-OH), (-CH-CH2-OH), (-CH-O-CH-CH-
CH-OH)), 4.49 (m, (OH-CH-0-), (-O-CH-0-).

Sekil 4.6 DChi-PA1.0,25) iiriiniine ait 'H-NMR spektra degerleri;

(500 MHz, CDsOD) [ppm]: 8=1.28 (s, CHa-(CH2)11-CH2-), 2.06 (d,-CHa-(CH2),-C=0,
3.17 (-CH-CH-NH,), (-CH-CH-NH-), 3.72-3.90 (m, (OH-CH-CH-), (-O-CH-CH2-OH), 4.77-
5.07 (s, OH-CH-CH-), d, (-0-CH-0-)).

Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 spektra degerlendirilmesi neticesinde kitosan yapisina palmitik
asit katilma reaksiyonun basarili bir sekilde gergeklestigi dogrulandi. DD %81,4, modifikasyon

orant %13,09 ve modifikasyon reaksiyonu verimi ise %52,4 olarak hesaplanmstir.
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5.1.3. GPC-SEC Analizi Sonuglarimin Degerlendirilmesi

Chi ve DChi iirlinlerinin ortalama molekiil agirlig1 tayinleri Boliim 3.4.3° de ifade
edildigi sekilde GPC-SEC sistemi kullanilarak tayin edildi. Analiz sonuglarina gére (Tablo 4.1)
Chi i¢in Mn degeri 103,1 kDa, Mw degeri 268,3 kDa PDI degeri ise 2,601°dir. DChi igin ise Mp
8,3 kDa, My 10,7 kDa ve PDI degeri ise 1,286’dir. Chi molekiiliiniin depolimerizasyonu ile
beklenildigi gibi ortalama molekiil agirliginda diisme gerceklesirken PDI degerinin 2,601’ den
1,286’ e kadar diismiis olmas1 da DChi’ nin molekiiler yapisinin homodispers oldugunu

gostermektedir.

5.1.4. Tiyollenmis Uriinlerin Tiyol Grubu Tayini

TGA-DChi-PA(1.025 yapisina katilan tiyol gruplari miktarinin hesaplanmasi Bolim
3.4.4’ de anlatildig1 sekilde gergeklestirildi. Chi” a TGA konjugasyon reaksiyonu kaynaklarda
belirtildigi [9] lizere molekiile en yiiksek tiyol grubu katilmasinin saglandigi kosullarda (azot
atmosferinde, pH degerinin 5 oldugu ¢oziicii ortaminda) gergeklestirildi. DChi kitosan yapisina
katilan serbest -SH grubunun miktar1 iyodimetrik titrasyon yontemi ile tayin edilerek Denklem

(3.1) ’de belirtilen formiil kullanilarak 90,1 umol/ g polimer olarak hesaplandi (Tablo 4.2).

5.1.5. Uriinlerin Céziiniirliik Davramislarinin Degerlendirilmesi

Chi ve Chi-PA(1:050-1:025-1:0,10-1:005), DChi-PA(1:025, TGA-DChi-PA(10,25y modifiye
driinlerin  ¢oziiniirlik davraniglarini incelemek icin yapilan denemeler Bolim 3.4.5° de
anlatildig1 gibi 1 mg/mL konsantrasyonlarda farkli ¢oziiciiler kullanilarak gergeklestirildi.
Tablo 4.3” degerlendirildiginde Chi’ nin asidik ortamda amin gruplariin protonlanmasiyla
¢oziinme gerceklesirken yapiya PA gibi hidrofobik 6zellik gosteren alkil zincirinin katilmasi
neticesinde beklenildigi gibi ¢dziinme davranigmin degistigi goriildii. PA modifikasyonu
sonucu olusan yeni yap1 farkli oranlardaki % aa (%h/h) ¢ozeltisinde ¢oziinmemekte dispers bir
karisim halinde elde edilmekte olup % 1 aa (%h/h) ¢6ziici ortaminda elde edilen dispers
karigima esit hacimde etanol ilavesiyle DChi-PA(1.0,25) ve TGA- DChi-PA(1:0.25) tiriinlerinde

¢ozlinmenin gerceklestigi goriildii.

5.2. Uriinlerin Nanopartikiiler Sistemlerinin Elde Edilmesi i¢cin Yapilan Optimizasyon
Calismalarimin Degerlendirilmesi

Bir nanopartikiiler sistemin fizikokimyasal karakteristiklerini ifade eden partikiil boyutu
(nm), PDI ve zeta potansiyeli (mV) ila¢ tasiyici olarak kullanilabilirligini ve etkinligini

belirlemek icin en 6nemli kriterlerdir. Bu fizikokimyasal 6zellikleri ayn1 zamanda hiicre igine
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alim davranisini, kan dolagim sisteminde kalma siiresini, enkapsiilasyon etkinligini, ila¢ salim
davranigini, toksik etkisini ve biyoyararlanimini etkilemektedir [157,195]. Bu tez ¢aligmasinda
Chi i¢in yaygin olarak tercih edilen yontemlerden biri olan iyonik jelasyon yontemi ile ¢apraz
baglayici olarak TPP varliginda Bolim 3.5.2° de anlatildigi sekilde nanopartikiil

formiilasyonlar1 hazirlandu.

5.2.1. Ultrasonikasyon Yonteminin Degerlendirilmesi

Chi’ 1n yapisina hidrofobiklik 6zellik kazandirmak i¢in PA ile modifikasyon durumunda
self-assembly nanoyapi olusturabildigi diistiniilerek ultrasonikasyon yontemi ile nanomisellerin
elde edilmesi amaclandi. B6lim 3.5.1° de anlatildig1 sekilde {iriin %1 aa (%h/h) icerisinde
dispers edildi ve yag fazi olarak farkli miktarlarda DCM ilavesi ve farkli ultrasonikasyon
sartlarinda (stire, genlik, titresim) yapilan denemeler neticesinde Tablo 4.4, 4.5 ve 4.6° da

goriildiigi gibi nano boyutta partikiil degerlerine ulasilamamustir.

5.2.2. Iyonik Jelasyon Yonteminin Degerlendirilmesi

Boliim 3.5.2° de ifade edildigi gibi iiriinlerin nanoformiilasyonlarinin elde edilmesi i¢in
TPP kullanilarak iyonik jelasyon yontemi uygulandi. Tablo 4.7’ de belirtildigi gibi nTGA-
DChi-PA(w0,25) formiilasyonu igin 0,1 mg/mL nanopartikiil konsantrasyonunda 1 saat 250 rpm
hizla karistirilarak farkli Polimer:TPP (a:a) oranlarinin etkisi incelendi. Kabul edilebilir
nanopartikiil 6zelliklerinin elde edilebilmesi i¢in bu oranin etkisinin énemli oldugu goriildii.
Soyle ki, Polimer:TPP (a:a) oran1 4:1 den kii¢iik ve 5:1 den biiyiik oldugunda partikiil
boyutlarinin bliytidiigli ve zeta potansiyeli degerinin ¢ok kii¢iildiigli/ dlgiilemedigi goriildii.
Kaynaklarda belirtildigi tizere [103,196,197] iyonik jelasyon yontemi ile stabil pozitif yiiklii
nanopartikiil sistemlerin olusmasindaki temel prensip basarili bir jelasyonun olmasi baska
deyisle iyonik ¢apraz baglanmanin meydana gelmesidir. Bu baglamda gerekli etkilesim Chi
molekiiliindeki pozitif yiiklii amin gruplari (-NH3") ile TPP bilesiginin negatif yiklii fosfat
gruplar1 arasinda meydana geldiginden partikiil biiyiikl{igiiniin nano boyuttan mikrona kadar
degisen boyut degerleri arasinda kontrol edilmesi i¢in ortamda belirli miktarda bir NH2/PO4
oraninin bulunmasi gerekmektedir. Polimer: TPP (a:a) orani 4:1° den kii¢lik oldugunda partikiil
boyutlarinin ¢ok biiyiidiigii, agregatlarin flokiile oldugu dolayisiyla stabil bir siispansiyon elde
edilemeyip aglomerasyonun meydana geldigi buna bagli olarak da zeta potansiyelinin hizla
azaldig1 da ifade edilmistir. Bununla birlikte Polimer: TPP (a:a) orani 6:1° den biiyiik oldugunda
ise dispersiyon ortaminda biiyiik polimer zincirleri bulunacagindan partikiil boyutlarinda

biiyiimenin meydana geldigi de belirtilmektedir. Iyonik jelasyonun basarisini etkileyen diger
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bir faktoriin de pozitif yiiklii nanopartikiillerden dogan elektrostatik itmenin oldugu goz ardi
edilmemelidir. Bu ¢alismada, calismanin amacina uygun kabul edilebilir degerler Polimer: TPP
(a:a) oraninin 4:1 oldugu durumda partikiil boyutu 234,4 nm + 10,3, PDI degeri 0,310+ 0,060
ve zeta potansiyel degerin ise 18,4 mV + 1,80 olarak elde edildi. Nitekim Polimer:TPP (a:a)
oranit 5:1 ve iizeri oldugunda ise parcacik biiyiikliglinliin artti§i zeta potansiyelinin ise
Olciilemedigi goriildii (Tablo 4.7). Sonug¢ olarak bu calismada nanoformiilasyonlarin elde
edilmesinde Polimer:TPP (a:a) oraninin sistemin karakteristiklerine etkisi ve elde edilen bu
degerlerin kaynaklarda belirtilen ¢alismalardaki sonuglarla uyumlu oldugu gortildi [103,196—
199].

Tablo 4.8” de belirtildigi gibi nTGA-DChi-PA(10,25) formiilasyonun hazirlanmasinda
kullanilan = 250-500-750-1000 rpm karistirma hizlarinin  partikiill boyutuna etkisi
degerlendirildiginde hizdaki artis ile partikiil boyutunda artis gériilmekle birlikte formiilasyon
homodispers yapidan uzaklagip heterodispers bir yapiya donmektedir. Nanopartikiil
konsantrasyonun partikiil boyutu iizerine etkisi incelendiginde kaynaklarda da belirtildigi gibi
[198] konsantrasyonun artmasi ile partikiil boyutunda beklenen artis goriilmiis olup en diisiik
konsantrasyonda (0,1 mg/mL) partikiil boyutu 204,6 nm + 9,2, PDI degeri 0,287 + 0,039 ve
zeta potansiyel degeri ise 18,5 mV + 0,9 olarak bulundu (Tablo 4.9). nTGA-DChi-PA.0,25)
formiilasyonu ortam pH degeri 3.75’ ten 5,0’ a ylkseltiginde partikiil boyutunda anlamli bir
degisiklik gozlemlenmezken heterodispers bir formiilasyon elde edildi. Bunun yaninda zeta
potansiyeli degeri ise pH degerinin artmasiyla beklenildigi gibi katyonik yilik yogunlugunun
azalmasindan dolay1 4.9 mV + 1.8’ e diismektedir (Tablo 4.11). Modifiye iiriinler DChi-
PA(1:025 Ve TGA-DChi-PA(1:0.25) ile modifiye olmamis DChi’ den hazirlanan nDChi, nDChi-
PA(10,25) Ve NTGA-DChi-PA(1.0,25) formiilasyonlar karsilastirildiginda partikiil boyutu ~ 45 nm’
den 238 nm degerlere ulagmakta zeta potansiyeli ise ~ 48 mV’ dan ~18 mV degerine kadar

diistiigii goriildii (Tablo 4.10).

TGA-DChi-PA1.025 Tlrliniiniin hacimce esit oranlarda %1 aa (%h/h) ve etanol
karisimindan olusan ¢oziiciide ¢6ziinmesiyle hazirlanan ¢ozeltiden nTGA-DChi-PA(1:0,.25)
formiilasyonun partikiil boyutuna etki eden faktdrlerden birisinin etanol miktarmin oldugu
(Tablo 4.12) goriildii. Sonug olarak ortama 1,75 mL’ den az etanol ilavesinin aglomerasyona

neden oldugu sonucuna varildi.
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5.2.3. NnTGA-DChi-PA(:0,25) Formiilasyonun Stabilitesinin Degerlendirilmesi
NTGA-DChi-PA.025 formiilasyonun stabilitesi B6liim 3.5.2.3” de anlatildig: gibi oda
kosullarinda 1., 7., 15. ve 21.giinlerdeki karakteristiklerinin incelenmesiyle degerlendirildi ve
Tablo 4.13” de verilen 6l¢iim degerleri gz Oniine alindiginda nanoformiilasyonlarin 1 hafta
stire ile stabilitesini korudugu goriildi. Her ne kadar nTGA-DChi-PA(1.0,25 formiilasyon
stabilitesini 1 hafta boyunca korumus olsa da (Tablo 4.13) {iriiniin molekiiler yapisinda hem
serbest -SH gruplarinin hem de ester baglarinin bulunmasi, bu gruplarin /baglarin nanopartikiil
formiilasyonunun hazirlanmasi kosullarinda hidrolizlenerek ayrisabilecegi ihtimali de goz
oniinde bulundurularak tez kapsaminda yapilan tim caligmalar taze hazirlanmig/1.giin

nanopartikiil formiilasyonlar1 kullanilarak gerceklestirildi.

5.3. In Vitro Sitotoksisite Calismalarimin Degerlendirilmesi

Nanopartikiiler sistemler etken maddenin biyoyararlanimii arttirmak amaciyla ilag
tasiyici sistemler olarak tercih edilirken biyopolimerinin ve nanopartikiil formiilasyonun toksik
Ozellik gostermemesi istenmektedir. Bu amagla toksik olmayan nanopartikiiler
formiilasyonlarin hazirlanmasi ve ilag tagima sistemi olarak uygun olup olmadiginin
belirlenmesi diger bir ifadeyle biyouyumlulugunun karakterize edilmesi 6nem arz etmektedir.
Hazirlanan biyopolimer {iriinlerinin nanopartikiiler formiilasyonlarinin biyouyumlulugunu

ifade eden toksik etkisi sitotoksisite analiz yontemi kullanilarak degerlendirilmektedir [200].

Bu tez kapsaminda hazirlanan nanopartikiiler formiilasyonlarin biyouyumluluk
Ozelliginin belirlenmesi Bolim 3.6 da anlatildigi gibi in vitro sitotoksisite (MTT) analiz
yontemi  uygulanarak  degerlendirildi. nDChi-PA:025y ve  nTGA-DChi-PA(1:0,.25)
formiilasyonlarinin 0,1 mg/mL ve 0,25 mg/mL konsantrasyonlarin toksik etkisi HEK293 hiicre
hatt1 lizerinde 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 pg/mL konsantrasyonlarda incelendi. Sekil
4.7’ da gorildigi gibi DChi-PA(1025)y ve TGA-DChi-PA(1:025 modifiye iriinlerin tim
konsantrasyonlar1 igin hiicre canlilig1 4 saat sonunda %75 iizerinde oldugu goriilmekte olup
NTGA-DChi-PA(1.0,25) formiilasyonun HEK293 hiicreleri iizerine 6nemli bir toksik etkisinin
olmadig1 goriildii. Ayrica bu sonuglar ile farmasétik alanda diisiik toksik etki gosterdigi i¢in
bircok ilag formiilasyonunda ¢Oziicii olarak kullanilan etanoliin  nanopartikiil
formiilasyonumuzda bulunmasinin hiicre canliligina olumsuz yonde énemli bir etkisi olmadig1
da dogruland1 [201-203]. Sekil 4.7 incelendiginde tiim konsantrasyonlar i¢in nTGA-DChi-

PA(1:0,25) formiilasyonun nDChi-PA(1.0,25) formiilasyonuna kiyasla daha az toksik etki gosterdigi
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ayrica konsantrasyon artisi ile toksik etkisinde bir artisin olmadigi da belirlendi. Polimerin
yapisindaki tiyol grubu varligi hiicre canliligi {lizerine olumlu etki gosterdigi belirtilmekle
birlikte bizim ¢alismamizda bu durum goézlemlenmekte olup tiyollenmis yapinin tiyol grubu

icermeyen lriine gore daha az toksik oldugu da dogruland: [201,202].

5.4. Uriinlerin Mukoadezyon Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Boliim 3.7 de anlatildigi sekilde koyun nazal mukozal membran hazirlanarak ex vivo

ve in vitro analizler DChi, DChi-PA(1:0.25) ve TGA-DChi-PA(1.0,25) iirtinleri ile gergeklestirildi.

5.4.1. Texture Analiz Yontemi
Boliim 3.7.1° de belirtildigi gibi {iriinlerin tablet haline getirilmis formlar1 ile Texture
analiz cihazi ile ex vivo koyun nazal mukozal membran ve in vitro 0,20 um seliiloz asetat

membran filtre lizerine iki ayr1 uygulama ile tirtinlerin mukoadezif 6zellikleri degerlendirildi.

Ex vivo nazal mukozal membran doku iizerinde gerceklestirilen analiz 3N ve 1N olarak
iki farkli kuvvet altinda 120 sn ve 60 sn siire boyunca {iriinlerin tablet formu doku ile temas
ettirildi ve 3N ve 120 sn kosullarda TGA-DChi-PA.0,25) lirlinii i¢in en yiiksek ayrilma kuvveti
2,203 £+ 1,006 N ve ayrilma isi 0,641 £ 0,278 N x mm olarak elde edildi (Sekil 4.8 ). Uygulama
kuvveti 1N ve temas siiresi 60 sn’ ye distiriildiigiinde ise en yiiksek deger yine tiyollenmis
kitosan TGA-DChi-PA.0.25 Tlrliniinde elde edilirken ayrilma kuvveti 1,897 + 0,517 N ve
ayrilma isi 0,348 £ 0,155 N x mm olarak elde edildi (Tablo 4.14).

IN ve 60 sn kosullarinda DChi-PA(1:0.25) ve TGA-DChi-PA1.0,25) lirtinlerin DChi ye gore
ayrilma kuvvet 6l¢timleri degerlendirildiginde (Tablo 4.14, Sekil 4.9); DChi-PA(1.0,25) i¢in 1,53
kat, TGA-DChi-PA(025 i¢in ise 3,63 kat artis elde edildi. Ayrilma isi olarak
degerlendirildiginde ise DChi’ ye gore DChi-PA(.0.25 igin 3,44 kat artis ve TGA-DChi-
PA(1:0.25) i¢in ise 4,17 kat artis oldugu agiktir.

In vitro seliil6z asetat membran filtre kullanilarak mukoadezyon 6zelligi IN ve 60 sn
kosullarinda incelendiginde (Tablo 4.15 ve Sekil 4.10); en yiiksek mukoadeziflik 6zellik TGA-
DChi-PA(1:0,25) iiriin igin elde edilirken DChi ye gore ayrilma kuvvetinde ve ayrilma isinde
sirastyla DChi-PA1:0,25) igin 1,82 kat ve 0,33 kat artis, TGA-DChi-PA1.0,25) irlinii igin ise 3,40
kat ve 0,44 kat artis oldugu goriildii.
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Sonug olarak nazal membran doku veya seliilloz asetat membran miisin ¢ozeltisi ile
calisildiginda her iki durumda da tez kapsaminda ongoriilen en yiliksek mukoadezif 6zellik
davraniginin  tiyollenmis TGA-DChi-PA(1:025 Uriiniin  gosterdigi  asikardir.  Ayrica
hidrofobikligi arttirilmis DChi-PA.0,25) lirliniiniin de molekiiler yapisinda PA gruplarinin yer
almasindan dolayr DChi’ ye kiyasla mukoadeziflik o6zelliginde ©onemli bir iyilesme
goriilmektedir. Bu durum baslica iki nedenle ortaya ¢ikmaktadir: birincisi PA yapisindaki alkil
zincirlerin mukus yapisindaki lipitlerle hidrofobik etkilesimin etkisi olarak agiklanirken digeri
ise molekiil yapisina serbest tiyol (-SH) grubunun katilmasiyla sisteince zengin yapidaki mukus
glikoproteinleri ile aralarinda distilfit bag: iizerinden kuvvetli kovalent bag olusturmasidir.

Boylece, mukoadezyonun artmasini sagladigi agikca goriilmektedir [6,74,74,80].

5.4.2. Mukozal Membran Yiizeyinde Nanopartikiil Sistemin Allkonmasy/'Yikama Metodu

Bolim 3.7° de ifade edildigi gibi ex vivo koyun nazal mukozal membran {izerine yapilan
calisgma Bolim 3.7.2° de belirtildigi gibi DChi, DChi-PA:025 ve TGA-DChi-PA.0,25)
tirtinlerin yapisina floresan 6zellige sahip FITC molekiilii takilarak Boliim 3.5.2” de anlatildig:
gibi iyonik jelasyon yontemi kullanilarak hazirlanan nanopartikiiler sistemler ile
gerceklestirildi. FITC ile isareti nDChi, nDChi-PAwo2s) ve nTGA-DChi-PA1:0.25)
formiilasyonlarin koyun nazal mukozal membran iizerine uygulanmasindan sonra 0, 1, 10 ve
30 dk olmak iizere farkli siirelerde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda nazal mukozal sivist
simiile edilerek hazirlanan c¢ozelti ile yikama islemi yapildi. Toplanan alikotlarin UV
spektrometre ile gergeklestirilen absorbans 6lgtimleri Sekil 4.11 ve floresan mikroskobu ile elde
edilen goriintiiler Sekil 4.12° de degerlendirildiginde her bir inkiibasyon siiresi i¢in en yiiksek
nanopartikiiler tutunma yapisinda serbest tiyol (-SH) grubu bulunduran TGA-DChi-PA1:0,25)
tiriiniinden elde edilen nanopartikiiller sistemde gozlemlenmekte ve inkiibasyon siiresindeki
artis ile tutunmanin arttigi goriilmektedir. Chi’ nin yapisina tiyol grubunun katilmasi ile
ongoriildigi gibi DChi ye ve DChi-PA1:0,25) liriinlerine gore mukoadezif 6zelliginde 6nemli
bir artig goriilmektedir. Bu durum Chi ile musin arasinda gerceklesen molekiiller arasi sekonder
etkilesime ek olarak yapisina ilave edilen -SH gruplarinin varlig: sisteince zengin yapidaki
mukus glikoproteinleri arasinda disiilfit bagi iizerinden kuvvetli kovalent bag olusturarak
nanopartikiiler sistemlerin alikonma zamanini arttirmasiyla agiklanmaktadir [74]. Ayrica DChi
ile DChi-PA(w0,25) lirtinlerin nanopartikiilleri kiyaslandiginda Chi’ nin molekiil yapisina PA
modifikasyonu ile alikonma miktarinda artisa neden oldugu ve DChi’ ye gore mukoadeziflik

Ozelliginin de iyilestigi goriilmektedir (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12).
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Mukoadezyon analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, nanopartikiiler sistemin hiicre
penetrasyonunu arttirict etkisiyle bilinen PA’in ilk olarak bu tez kapsaminda DChi molekiil
yapisina konjugasyonu ile sentezlenen DChi-PA1:0,25) lirliniin ayn1 zamanda DChi molekiiliiniin
hidrofobikligi arttirdigi i¢in mukus yapisindaki lipitler ile de hidrofobik etkilesime girerek
mukoadeziflik 6zelligini de arttirdig1 goriildii [5-7,80]. ikinci olarak ise yine ilk defa bu tez
kapsaminda yapilan ¢alismalarda hidrofobikligi arttirilmig Chi’ nin molekiiler yapisina TGA
bilesigi ile yapilan tiyolleme reaksiyonu ile serbest -SH grubunun katilmasi ile de daha ytiiksek

mukoadezif 6zellik saglanmasi gergeklestirildi [74,112,147].
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda biyouyumlu, biyobozunabilir, toksik olmayan, mukoadezif 6zellige
sahip ve farmasdtik uygulamalarda biyopolimer esasli ilag/gen tasiyici olarak yaygin kullanilan
Chi’ nin hem hiicre membrani ile etkilesimi yiliksek hem de mukoadezif 6zelligi arttirilmis stabil
biyouyumlu nanopartikiiler sistemlerinin sentezlenmesi amaglandi. Bu amagla, ¢alismanin
hedefi dogrultusunda is plani olusturulurken oncelikle kullanilan Chi’ nin ortalama molekiil
agirligimin etkisinin de incelenmesi icin depolimerizasyon reaksiyonu ile diisiik molekiil
agirhigna sahip DChi {irlinii sentezlendi ve karakterize edildi. Takiben hidrofobikligini
arttirmak ve mukoadezyon 6zelliklerine katkisin1 degerlendirmek i¢in ilk defa bu calismada PA
ile modifikasyon iiriini DChi-PA025 sentezlendi ve Kkarakterize edildi.  Tiyolleme
reaksiyonunun bu iiriiniin mukoadeziflik 6zelligi tizerindeki katkisini incelemek i¢in de ilk defa
TGA bilesigi ile konjugasyonu gergeklestirilerek molekiiliinde serbest -SH grubu iceren TGA-

DChi-PAv.0,25) tirtinii sentezlendi ve karakterize edildi.

Segilen tirtinler olan DChi-PA(1:0,25) ve TGA-DChi-PA(1:0,25) tiriinlerinin nanopartikiiler
formiilasyonlari TPP kullanilarak iyonik jelasyon yontemi ile gerceklestirildi ve karakterize
edildi. Ilag tasiyict olarak boyut, dagilim ve zeta potansiyeli bakimindan kabul edilebilir
karakteristiklere sahip stabil nanoformiilasyonlarin nDChi-PA(1:0,25) i¢in partikiil boyutu 238,0
+ 37,0 nm, PDI degeri 0,481 + 0,140 ve zeta potansiyeli degeri 20,5 + 1,8 mV ve nTGA-DChi-
PA(1:0,25) i¢in partikiil boyutu 234,4 = 10,3 nm, PDI 0,310+ 0,060 ve zeta potansiyeli 18,4 +
1,80 mV), 4:1 (Polimer:TPP) (a:a) oraninda 1 saat siirede 250 rpm karistirma hizinda 0,1

mg/mL nanopartikiil konsantrasyonunda elde edildi.

nNDChi-PA(1:025) ve NTGA-DChi-PA(1:0,25) formiilasyonlarin biyouyumlulugu diger bir
ifadeyle toksik 6zelligi in vitro sitotoksisite analiz (MTT) yontemi ile HEK293 hiicre hatti ile
calisilarak gergeklestirildi. Analiz sonucu nanopartikiil formiilasyonlarin HEK293 hiicreleri
tizerinde %75 hiicre canlilig1 gosterdigi bdylece lirlinlerin ve nanopartikiil formiilasyonlarinin

toksik 6zelligi kabul edilebilir seviye oldugu bulundu.

DChi, DChi-PA(1.0,25) ve TGA-DChi-PA(1:0,25) irlinlerin mukoadeziflik 6zelligi Texture
analizi ve nDChi, nDChi-PA.0.25) ve NnTGA-DChi-PA.0,25 formiilasyonlari, nanopartikiil
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sistemin alikonmasi/yikama metodu ile degerlendirildi. Texture analizi ex vivo koyun nazal
mukozal membran lizerinde 1N ve 60 sn kosullarinda ¢alisildiginda DChi ile kiyaslandiginda
ayrilma kuvvetinin DChi-PA1.0,25) 1,53 kat, TGA-DChi-PA(1:0,25) i¢in ise 3,63 kat ve ayrilma
isi olarak degerlendirildiginde ise DChi-PA1.0,25) i¢in 3,44 kat ve TGA-DChi-PA(1.0,25) tirtinii
icin ise 4,17 kat arttig1 gortildi. In vitro seliiloz asetat membran filtre kullanildiginda ise 1N 60
sn DChi’ nin mukoadeziflik 6zelligine gore ayrilma kuvvetinde ve ayrilma iginde sirasiyla
DChi-PA(10,25) i¢in 1,82 kat ve 0,33 kat artis, TGA-DChi-PAv.0,25) lirlinii i¢in ise 3,40 kat ve
0,44 kat artis goriildii. Uriinlere ait nanopartikiil formiilasyonlarin koyun nazal mukozal
membran tizerinde alikonmas1 UV spektrometre ve floresan mikroskobu degerlendirildiginde

DChi’ ye gore mukoadeziflik 6zelliginin iyilestigi goriilmektedir.

Sonu¢ olarak ilk defa bu tez kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda
biyouyumlu mukoadezif ozellige sahip toksik ozellik gostermeyen TGA-DChi-PA(1:0,25)
tirtiniiniin sentezinin ve stabil nTGA-DChi-PA(1.0,25) formiilasyonunun basarili bir sekilde elde
edilebildigini ortaya koymustur. Bununla birlikte ilk defa bu ¢aligmada gergeklestirilen ex vivo
ve in vitro uygulamalar TGA-DChi-PAwo25 lriniinin  nTGA-DChi-PA(1:0,25)
formiilasyonunun nazal yoldan ilag tasima Gzelligine sahip toksik olmayan bir mukoadezif

konjugat olarak kullanilabilecegini de ortaya koymustur.

Bundan sonraki c¢alismalarda bu formiilasyonlarin nazal yoldan ilag tasgima
ozelliklerinin incelenmesi, hedeflendirme ajani kullanilarak veya kullanilmadan se¢ilen model
ilacin model hiicre igerisine salimi yoniinde aragtirmalar yapilmasi planlanmaktadir. Bagarili
bulunmasi durumunda diger mukozal membranlar yoluyla ilag tasima o6zelliklerinin
arastirilmasi1 da diger hedefler arasindadir. Sonug olarak ilk defa bu tez calismasiyla nazal
mukozal membran {izerinde iyilestirilmis mukoadezyon 6zelligine sahip biyouyumlu yeni
TGA-DChi-PA(1:0.25) iriiniinden hazirlanan nTGA-DChi-PA1.025) formiilasyonun bilhassa
hidrofobik 6zellikteki ilaglarin nazal yoldan tasinmasinda kullanabilecegi ongoriilmektedir. Bu
baglamda ¢alismanin nanobiyoteknoloji alaninda yeni mukoadezif nazal yoldan ilag¢ tastyicilar
konusunda arastirmalar yapan bilim insanlarina 151k tutacagi yoniinde yiiksek bir potansiyele

sahip oldugu da agiktir.
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