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0z
Bu c¢alismada, antioksidan o6zellik gosteren dogal
polifenolik  bilesiklerden  kersetin ile  kitosan

nanopartikiilleri hazirlanmis, in vitro karakterizasyonu
ve 24 saat boyunca pH 7.4 fosfat tamponunda salim
calismasi yapilmistir. Salm ¢alismasi boyunca belirle-
nen zamanlarda alinan 6rneklerden antioksidan aktivite
tayini yapilmistir. Tiim sonuglar birlikte degerlendirildi-
ginde kersetinin ilag tasiyici sisteme basaril bir sekilde
ytiklenebildigi ve uzatilmis salim ile gosterdigi antioksi-
dan aktivitenin 24 saat stirdiiriilebilecegi sonucuna va-
rilmistir.
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GiRis

Kersetin, dogal polifenolik bir bilesik olup antioksidan,
antienflamatuvar,  antimikrobiyal,  antikanserojen,
hepatoprotektif ve yaslanma karsit1 gibi bircok etkiye
sahip olmasi ile hem farmasétik alanda hem de gida
endiistrisinde kullanilmaktadir (1,2). Kersetinin suda
zayif ¢ozliniirligii nedeniyle oral kullanim sonrasi sinirh
absorbsiyon ve diisiik biyoyararlanim gostermekte ve
kullanimi sinirlanmaktadir (3). Kontrollii salim sistem-
leri, biyoaktif bilesiklerin enzimatik ve kimyasal
degredasyona karsi korunmasini, kontrollii salimini ve
etkilerini artirmay1 saglayan sistemlerdir. Konvansiyo-
nel ila¢ sekillerine nazaran tedavi etkinliginin artirilma-
s1, tedavide kullanilan terapétik dozun ve olusan yan
etkilerin azaltilmasi ve biyoyararlanimin artirilmasi
amaciyla kontrolli salm sistemleri, lizerinde yogun
olarak calisilan bir gruptur (4). Hastanin yasam kalitesi-
ni artirmak, daha diisiik dozda, dozlama araligini uzata-
rak yan ve zararl etkilerden arinmak gibi bircok avanta-
ja sahip nanopartikiiler sistemlerin kullanimi giin geg-
tikce artmaktadir (5).

Nanopartikiiller, dogal ya da sentetik polimerlerle hazir-
lanan, ¢6zlinmiis, hapsedilmis veya adsorbe edilmis olan
etken maddeyi kontrollii olarak salan kati1 kolloidal par-
tikiillerdir.

Kitosan, kitinin deasetilasyonu ile elde edilen, toksik
olmayan polisakkarit yapida biyouyumlu ve biyoadezif
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ABSTRACT

In this study, chitosan nanoparticles were prepared
with natural, polyphenolic compound, quercetin,
characterized in vitro and release study was also
performed at 372C using pH 7.4 phosphate buffer for 24
h. Antioxidant activity was measured from samples
taken at specified time periods throughout release
study. When all results were evaluated together,
quercetin could load the carrier system successfully
and it was concluded that the prolonged antioxidant
activity was could be sustained for 24 hours.
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dogal bir polimerdir (6). Kitosan, katyonik yapisi nede-
niyle permeabilite artirici 6zellik gosterir. Enzimatik ve
kimyasal degredasyondan korunarak etkilerinin devam
etmesi amaciyla bir¢ok ilacin kitosan bazh
nanopartikiilleri hazirlanmistir (7-9).

Serbest radikaller, endojen ve ekzojen kaynakli olup
DNA ve proteinlere hasar vererek bir¢cok hastaliga yol
acmaktadir. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), stabil
serbest bir radikal olup farkl antioksidan bilesiklerin
serbest radikal siiptirticii etkisini tayin etmede kullanilir
ve 517 nm’de karakteristik absorbsiyon gosterir (3,10).
Bu calismada, etken madde kersetin ytkli kitosan
nanopartikiillerin hazirlanmasi, gelistirilmesi,
karakterizasyonu ve gelistirilen kersetin  yiikli
nanopartikiillerin antioksidan aktivitesinin degerlendi-
rilmesi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calisma kapsaminda etken madde olarak Kkersetin
(Sigma, Almanya), polimer olarak kitosan (Protasan UP
CL-213, FMC Biopolymers, Norvec), nanopartikil yapi-
minda ¢apraz baglayic olarak polianyonik tripolifosfat
(TPP) (Kimetsan, Tiirkiye) kullamilmistir. Etkin madde
miktar tayini i¢cin UV-spektrofotometresi kullanilmistir.
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Kersetin i¢in dalga boyu taramasi yapilmis, 364 nm dal-
ga boyunda maksimum absorbans elde edilmis ve tiim
olctimler bu dalga boyunda {i¢ paralel iizerinden yapil-
mistir.

Nanopartikiiller iyonik jelasyon metodu ile hazirlanmis-
tir (11). Bu metotta katyonik yapidaki kitosan ¢ozeltisi
ile TPP ¢ozeltisinin belirli oranlarda karistirilmasiyla
spontan olarak nanopartikiiller olusturulmustur. ilk
olarak tg¢ farkh baslangi¢ konsantrasyonu (60ug/mL-
N1, 50pg/mL-N2, 40ug/mL-N3) belirlenmis,
nanopartikiiller hazirlandiktan sonra partikiil biiyiiklii-
g, zeta potansiyel degerleri ve polidispersite indeksleri
foton Kkorelasyon spektroskopisi ve lazer dopler
anemometri ile analiz edilmistir. Yiikleme etkinligi ise;
stispande haldeki ytiklii nanopartikiillerin santrifiij edi-
lerek ustteki berrak kisimdan (slipernatant) serbest
yliklenmemis kersetin miktar1 hesaplanmis ve toplam
miktardan ¢ikarilarak elde edilen kersetin yiikli kismin
toplam kersetin miktarina béliinmesi ile hesaplanmustir.
Salim calismalar kersetin yiiklii nanopartikiillerin 37°
C'de pH 7.4 fosfat tamponu igerisinde 24 saat boyunca
belirli zaman araliklariyla alinan  &rneklerdeki
kersetinin analiz edilmesi ve 24 saat boyunca salinan
miktarlarin belirlenmesi suretiyle yapilmistir. Antioksi-
dan aktivite icin belirlenen zaman araliklarinda alinan
orneklere Gyamfi ve ark. (12) uyguladig1 metod kullani-
larak DPPH radikal stipliriici aktivitesi
spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir. 50 uLoérnek; 450
uL Tris-HCI tamponu (50 nM, p.H 7.4) ve 1mL 0.1 mM
metanolde hazirlanmis ve DPPH radikal ¢ozeltisi ile
karistirilmistir. Oda sicakliginda ve karanlhkta 30 dakika
inkiibe edildikten sonra absorbanslar 517 nm’ de okun-
mustur. inhibisyon yiizdesi agagidaki esitlik kullanilarak
hesaplanmistir. Analizler 3 paralel olarak yapilmis ve
ortalama degerler kullanilmistir.

% inhibisyon= [(AbSkontrol- ADS srnek) / AbS kontrol] X 100

BULGULAR
U¢ farkh baslangic konsantrasyonu ile hazirlanan
kersetin yukli kitosan nanopartikiillerinin

karakterizasyon caligmalar1 (partikil buytklugu, zeta
potansiyell, polidispersite indeksleri ve ylikleme etkin-
likleri) yapilmis ve Tablo 1’de belirtilmistir. N1, N2 ve

sirastyla %9.42, %14.0 ve %14.2 olarak belirlenmistir.
Yirmi dort saat boyunca kersetin nanopartikiillerinin
salim ¢alismalar1 pH 7.4 fosfat tamponu ortaminda ya-

—4+— 60 pg/ml

("/li)

—B— 50 pg/ml

—— 40 pg/ml

Kimalatul salman kersetim miktar

zaman (dk)

Sekil 1: Kersetin nanopartikiillerinin pH 7.4 fosfat tamponun-
da salim profili (n=3)

pilmis ve olusturulan profiller Sekil 1'de belirtilmistir.
N1 formiilasyonundan salinan kersetin miktar1 %32.3,
N2 formiilasyonundan salinan kersetin miktar1 %26.9
ve N3 formiilasyonundan salinan kersetin miktar1 %
25.6 olarak bulunmustur.

Salim deneyi boyunca alinan orneklerin antioksidan
aktivite tayinleri yapilmis ve % inhibisyon degerleri
hesaplanmigtir. Yirmi dort saatte artan radikal stipiirii-
cli etki belirlenmistir (Sekil 2).

TARTISMA

Yapilan literatiir arastirmalarinda nanopartikiiler ilag¢
tasiyict sistemler kullamlarak, bir¢ok etken maddenin
biyoyararlaniminin ve terapdtik etkinliginin artirilmasi
saglanabilmektedir (13). Bu ¢alismada, nanopartikiiler
tasiyici sistemin sagladigl avantajlarin bir araya gelme-
siyle lipofilik yapili kersetinin kitosan nanopartikiilleri
hazirlanmasi hedeflenmis ve basariyla elde edilmistir.
Literatiir taramasi yapildiginda farkli polimerler kulla-

Tablo I: Nanopartikiillerin partikiil biiytikliigii, zeta potansiyel, polidispersite indeksleri ve yiikleme etkinligi (n=3)

Baslangic Partikiil biyiikliigii Zeta Polidispersite Yiikleme
konsantrasyonu (um)SS Potansiyel Indeksi Etkinligi
png/mL (mV)+SS (PDI)+SS 1SS
60 (N1) 0.360 + 0.615 13.5+2.69 0.056 £ 0.105 14.6 £ 0.56
50 (N2) 0.502 + 0.569 11.8+3.03 0.075+0.123 14.0 +1.47
40 (N3) 0.612 + 0.643 10.8+4.13 0.120+0.225 9.42 +1.07

. Veriler ortalamazstandart sapma (SS) kullanilarak ifade edilmistir

N3 formiilasyonlarinin partikiil buytiklikleri sirasiyla
0.360, 0.502 ve 0.612 pm olarak bulunmustur. Katyonik
kersetin ytiklii kitosan nanopartikiillerin zeta potansiyel
degerleri sirasiyla +10.8, +11.8 ve +13.5 mV,
polidispersite degerleri 0.120, 0.075 ve 0.056 olarak
bulunmustur. Degisen baslangi¢c konsantrasyonuna bag-
i olarak farkh yiikleme etkinlikleri {i¢ formiilasyonda

nilarak hazirlanan kersetin nanopartikiilleri ve cesitli
aktivite tayinleri yapilmis ¢alismalar mevcuttur (1,4).
Bu c¢alismada; dogal ve katyonik yapili polimer olan
kitosan tercih edilmistir.

Karakterizasyon  calismalarina  bakildiginda, g
formiilasyonun da partikiil biiyiikliigii nanometre boyu-
tunda olup zeta potansiyelleri pozitif bulunmustur. Pool
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Sekil 2: Kersetin nanopartikiillerinin % inhibisyon profili
(n=3)

ve ark. yaptig1 bir calismada kersetin ile Poli laktid-ko-
glikolik asit (PLGA) nanopartikiilleri hazirlanmis,
karakterizasyon c¢alismasi yapilmis ve antioksidan akti-
vite tayini yapilmistir. Hazirlanan bu nanopartikiillerin
partikiil biiytikliikleri ortalama 400 nm olup zeta potan-
siyelleri negatif bulunmustur. Polidispersite indeks de-
gerleri ise 0.173 ile 0.392 arasinda degismektedir (1).
Yapilan bagka bir ¢alismada farkh oranlarda ve molekiil
agirliklarinda kitosanin kullanilmas: ile elde edilen
kitosan-TPP nanopartikiillerinde 100-1000 nm arasinda
degisen partikiil biiytikliikleri ve pozitif zeta potansiyel-
ler elde edilmistir (14). Calismamizda kullanilan
kitosanin polikatyonik bir polimer olmasi nedeniyle
yliksek zeta potansiyel elde edilmistir. Zeta potansiyelin
yiksek olusu kolloidal sistemlerin stabilitesinde,
nanopartikiillerin agregasyonunu 6nlemede ve negatif
yuklii hiicre membrani ile etkilesiminde o6nemlidir
(10,14,15). Bunun yaninda polidispersite degerlerinin
her ii¢ formiilasyonda 0.15’in altinda oldugu tespit edil-
mis ve bunun monodispers bir dagilim oldugu sonucuna
varilmistir. Polidispersite indeksi 0.5’e kadar olan de-
gerlerde sistemler monodispers olarak degerlendiril-
mektedir. Kolloidal sistemlerde monodispers dagilim
istenmekte olup partikiil biytkligi dagihminin dar
oldugu anlamina gelmektedir (10,16).

Literatiirlere bakildiginda kitosan kullanilarak hazrla-
nan siklosporin A yiklii nanopartikiillerin yiikleme et-
kinligi % 9.1 olarak belirtilmistir (17). Baska bir ¢alis-
mada ise kitosan ile hazirlanan nanopartikiillere yiikle-
nebilen ilag % 24.1 olarak belirtilmistir (18). Tim bu
veriler degerlendirildiginde hazirladigimiz kitosan
nanopartikillerinin uygun karakterizasyona sahip oldu-
gu diistiniilmektedir.

Salim g¢alismalarinda baslangi¢ konsantrasyonu 60 pg/
mL olan N1 formiilasyonunda en yiiksek salim gdzlen-
mistir. Bunun nedeni olarak nanopartikiile ytiklenen
kersetinin yiikleme etkinliginin en yiiksek N1
formiilasyonunda goriilmesi olarak distnilmustir.
Yirmi dort saat yapilan salm c¢alismasinda N1
formiilasyonu %33.2 salim gostermistir. Yiikkleme etkin-

Yiicel ¢, Karatoprak GS, Aktas Y, Kosar M

ligi g6z Oniine alinarak N2 ve N3 formiilasyonlarinda da
sallim swrasiyla %269 ve %25.6'dir. Bu g
formiilasyonda salim miktar farkliliklarinin ytikleme
etkinligi farkliigindan kaynaklandigl diisiiniilmektedir.
Yapilan bir calismada kersetin yiiklenmis kitosan
nanopartikiilleri ile pH 7.4 fosfat tamponu ortaminda 12
saat siiren salim ¢alismasinda %70 ilag salimi1 gozlen-
mistir. Yiikkleme etkinligi %62.5 olarak belirtilmis (19)
ve yliksek yiikleme etkinligine bagh olarak 12 saatin
sonunda gozlenen ila¢ salimi da yiiksek bulunmustur.
Farkli konsantrasyonlarda kersetin ytiklenen
nanopartikiillerin (N1, N2 ve N3) DPPH radikaline karsi
olan inhibisyon ylizdeleri %50’nin altinda kalmistir.
Bunun nedeni olarak nanopartikiillere yliklenen
kersetin miktarinin diisiitk konsantrasyonda oldugu ve
salim yiizdeleri diisiintildiigiinde inhibisyonu saglayan
konsantrasyonun %50 inhibisyona ulasmakta diistik
kaldig1 sonucuna varilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada
kersetin ile hazirlanan PLGA nanopartikiillerinde yiikle-
nen antioksidan bilesik kersetinin miktar1 arttikga gos-
terdigi % inhibisyon degeri de artmaktadir. Ayrica stan-
dart olarak kullanilan kersetin ¢ozeltileri ile anlaml
olarak yakin DPPH radikalini siipiiriicii etki géstermis-
lerdir. Baska bir calismada, kersetin yiiklii kitosan
nanopartikiillerinde artan konsantrasyonlara bagh ola-
rak artan % inhibisyon degeri gézlenmis olup bizim
¢alismamizdaki % inhibisyon degerleri benzer ¢ikmistir
(3.

Calismamizdaki 6rneklerin 24 saat boyunca gosterdigi
yluzde inhibisyon degerleri degerlendirildiginde c¢alis-
manin amacina uygun olarak uzatilmis salim elde edildi-
gi diisliniilmektedir.

SONUC

Sonug olarak kitosan nanopartikiillerinin
karakterizasyon calismalari, elde edilen sahm profilleri
ve antioksidan aktivite tayini sonucu elde edilen tiim
verilere bakildiginda kersetin gibi giiclii antioksidan bir
bilesigin amacina uygun sekilde ila¢ tasiyici sisteme
yuklenebilecegi ve gdsterdigi antioksidan aktivitenin 24
saat siirdiiriilebilecegi sonucuna varilmistir.
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