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0z
Bu calismada, 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. Salim ¢alismast boyunca belirle-
nen zamanlarda alinan érneklerden antioksidan aktivite
tayini yapilmistir. Tlim sonuglar birlikte degerlendirildi-
ginde kersetinin ilag tasiyici sisteme basarili bir sekilde
yiiklenebildigi 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 farmasotik alanda hem de gida
endiistrisinde kullanilmaktadir (1,2). Kersetinin suda
zayif ¢6zliniirliigii nedeniyle oral kullanim sonrasi siirl
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 ilag¢ sekillerine nazaran tedavi etkinliginin artirilma-
s1, tedavide kullanilan terapotik dozun ve olusan yan
etkilerin azaltilmasi ve biyoyararlanimin artirilmasi
amaciyla kontrollii salim sistemleri, {izerinde yogun
olarak ¢alisilan bir gruptur (4). Hastanin yasam kalitesi-
ni artirmak, daha diisiik dozda, dozlama araligini uzata-
rak yan ve zararh etkilerden arinmak gibi bir¢ok avanta-
ja sahip nanopartikiiler sistemlerin kullanimi giin geg-
tikce artmaktadir (5).

Nanopartikiiller, dogal ya da sentetik polimerlerle hazir-
lanan, ¢6zilinmiis, 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 artiric1 6zellik gosterir. Enzimatik ve
kimyasal degredasyondan korunarak etkilerinin devam
etmesi amaciyla birgok ilacin  kitosan  bazh
nanopartikiilleri hazirlanmistir (7-9).

Serbest radikaller, endojen ve ekzojen kaynakli olup
DNA ve proteinlere hasar vererek bir¢ok hastaliga yol
acmaktadir. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), stabil
serbest bir radikal olup farkl antioksidan bilegiklerin
serbest radikal siiptiriicii etkisini tayin etmede kullanilir
ve 517 nm’de karakteristik absorbsiyon gosterir (3,10).
Bu calismada, etken madde kersetin yikli 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) kullanilmistir. Etkin madde
miktar tayini i¢cin UV-spektrofotometresi kullanilmistir.
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Kersetin icin dalga boyu taramasi yapilmis, 364 nm dal-
ga boyunda maksimum absorbans elde edilmis ve tim
olctimler bu dalga boyunda ii¢ 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 ii¢ farkli baslangi¢ konsantrasyonu (60pg/mL-
N1, 50pg/mL-N2, 40pg/mL-N3) belirlenmis,
nanopartikiiller hazirlandiktan sonra partikiil biytiklii-
g, zeta potansiyel degerleri ve polidispersite indeksleri
foton korelasyon spektroskopisi ve lazer dopler
anemometri ile analiz edilmistir. Yiikleme etkinligi ise;
siispande haldeki yiiklii nanopartikiillerin santrifiij edi-
lerek istteki berrak kisimdan (silipernatant) serbest
yliklenmemis kersetin miktar1 hesaplanmis ve toplam
miktardan ¢ikarilarak elde edilen kersetin yiikli kismin
toplam kersetin miktarina béliinmesi ile hesaplanmstir.
Salim g¢alismalar: kersetin ytklii nanopartikiillerin 37°
C'de pH 7.4 fosfat tamponu icerisinde 24 saat boyunca
belirli zaman araliklariyla alinan  6rneklerdeki
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) uyguladigi metod kullani-
larak DPPH radikal slipliriicli aktivitesi
spektrofotometrik olarak ol¢tilmiistiir. 50 pLornek; 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 karanlikta 30 dakika
inkiibe edildikten sonra absorbanslar 517 nm’ de okun-
mustur. Inhibisyon yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplanmistir. Analizler 3 paralel olarak yapilmis ve
ortalama degerler kullanilmistir.

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

BULGULAR
Ug farkh baslangic konsantrasyonu ile hazirlanan
kersetin yukli kitosan nanopartikillerinin

karakterizasyon calismalar1 (partikiil buytkligi, zeta
potansiyell, polidispersite indeksleri ve yiikleme etkin-
likleri) yapilmis ve Tablo 1’de belirtilmistir. N1, N2 ve

sirasiyla %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 formilasyonundan 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 6rneklerin antioksidan
aktivite tayinleri yapilmis ve % inhibisyon degerleri
hesaplanmistir. Yirmi dort saatte artan radikal siiplirii-
cli etki belirlenmistir (Sekil 2).

TARTISMA

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

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

Baslangi¢ Partikiil bityuklugii Zeta Polidispersite Yiikleme
konsantrasyonu (um)+SS Potansiyel indeksi Etkinligi
pg/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 biiyiikliikleri sirasiyla
0.360, 0.502 ve 0.612 um 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-
1 olarak farkl yiikleme etkinlikleri ti¢ formiilasyonda

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

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

ve ark. yaptigl bir calismada kersetin ile Poli laktid-ko-
glikolik asit (PLGA) nanopartikilleri hazirlanmis,
karakterizasyon g¢alismasi yapilmis ve antioksidan akti-
vite tayini yapilmistir. Hazirlanan bu nanopartikiillerin
partikiil biiyiikliikleri ortalama 400 nm olup zeta potan-
siyelleri negatif bulunmustur. Polidispersite indeks de-
gerleri ise 0.173 ile 0.392 arasinda degismektedir (1).
Yapilan baska bir ¢alismada farkl oranlarda ve molekiil
agirliklarinda kitosanin kullanilmasi ile elde edilen
kitosan-TPP nanopartikiillerinde 100-1000 nm arasinda
degisen partikiil biiyiikliikleri ve pozitif zeta potansiyel-
ler elde edilmistir (14). Calismamizda kullanilan
kitosanin polikatyonik bir polimer olmasi nedeniyle
yliksek zeta potansiyel elde edilmistir. Zeta potansiyelin
yiiksek 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 partikiill biiyikligii dagilminin dar
oldugu anlamina gelmektedir (10,16).

Literatiirlere bakildiginda kitosan kullanilarak hazirla-
nan siklosporin A ytikli nanopartikiillerin yiikleme et-
kinligi % 9.1 olarak belirtilmistir (17). Baska bir calis-
mada ise kitosan ile hazirlanan nanopartikiillere yiikle-
nebilen ilag % 24.1 olarak belirtilmistir (18). Tiim bu
veriler degerlendirildiginde hazirladigimiz kitosan
nanopartikiillerinin uygun karakterizasyona sahip oldu-
gu diisiiniilmektedir.

Salim calismalarinda baslangi¢ konsantrasyonu 60 pg/
mL olan N1 formiilasyonunda en yiiksek salim gozlen-
mistir. Bunun nedeni olarak nanopartikiile yiiklenen
kersetinin yiikleme etkinliginin en yiiksek N1
formiilasyonunda goriilmesi olarak disiinilmistiir.
Yirmi dort saat yapilan salim g¢alismasinda N1
formiilasyonu %33.2 salim goéstermistir. Yiikleme etkin-

Yiicel C, Karatoprak GS, Aktas Y, Kosar M

ligi gbz oniine alinarak N2 ve N3 formiilasyonlarinda da
sallim sirasiyla %269 ve %25.6'dir. Bu g
formiilasyonda salim miktar farkliliklarinin ytikleme
etkinligi farkhiligindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Yapilan bir ¢alismada Kkersetin yiiklenmis kitosan
nanopartikiilleri ile pH 7.4 fosfat tamponu ortaminda 12
saat siiren salim c¢alismasinda %70 ilag salim1 gozlen-
mistir. Yiikleme etkinligi %62.5 olarak belirtilmis (19)
ve yiliksek yiikleme etkinligine bagl olarak 12 saatin
sonunda gozlenen ila¢ salimi da yiiksek bulunmustur.
Farkli konsantrasyonlarda kersetin ylklenen
nanopartikiillerin (N1, N2 ve N3) DPPH radikaline kars1
olan inhibisyon ytlizdeleri %50'nin altinda kalmistir.
Bunun nedeni olarak nanopartikiillere yiiklenen
kersetin miktarinin diisiik konsantrasyonda oldugu ve
salim ytizdeleri diisiintildiigiinde inhibisyonu saglayan
konsantrasyonun %50 inhibisyona ulagmakta diisiik
kaldig1 sonucuna varilmaktadir. Yapilan bir calismada
kersetin ile hazirlanan PLGA nanopartikiillerinde yiikle-
nen antioksidan bilesik kersetinin miktar: arttik¢a gos-
terdigi % inhibisyon degeri de artmaktadir. Ayrica stan-
dart olarak kullanilan kersetin ¢ozeltileri ile anlaml
olarak yakin DPPH radikalini siipiiriicti etki gostermis-
lerdir. Baska bir calismada, kersetin yukli kitosan
nanopartikiillerinde artan konsantrasyonlara bagh ola-
rak artan % inhibisyon degeri goézlenmis olup bizim
calismamizdaki % inhibisyon degerleri benzer ¢ikmistir
(3).

Calismamizdaki 6rneklerin 24 saat boyunca gosterdigi
ylzde inhibisyon degerleri degerlendirildiginde ¢alis-
manin amacina uygun olarak uzatilmis salim elde edildi-
8i diisliniilmektedir.

SONUC

Sonug olarak kitosan nanopartikiillerinin
karakterizasyon ¢alismalari, elde edilen salim profilleri
ve antioksidan aktivite tayini sonucu elde edilen tiim
verilere bakildiginda kersetin gibi gii¢lii antioksidan bir
bilesigin amacina uygun sekilde ila¢ tasiyic1 sisteme
yliklenebilecegi ve gosterdigi antioksidan aktivitenin 24
saat siirdiiriilebilecegi sonucuna varilmistir.

KAYNAKLAR

1. Pool H, Quintanar D, Figueroa ]D, et al
Antioxidant effects of quercetin and catechin

encapsulated into PLGA nanoparticles. ]
Nanomater 2012; 2012: 1-12.
2. Dhawan S, Kapil R, Singh B. Formulation

development and systematic optimization of
solid lipid nanoparticles of quercetin for
improved brain delivery. ] Pharm Pharmacol
2011; 63: 342-351.

3. Zhang Y, Yang Y, Tang K, et al. Physicochemical
characterization and antioxidant activity of
quercetin-loaded chitosan nanoparticles. Journal
of Appl Polym Sci 2008; 107: 891-897.

4, Wu TH, Yen FL, Lin LT, et al. Preparation,
physicochemical characterization and
antioxidant effects of quercetin nanoparticles.
Int] of Pharm 2008; 346: 160-168.

5. Zirh Giirsoy, A. Kontrolli salim sistemleri 1. Bas-

Saghk Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 2016 ; 25 (2) 65



Kersetin Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerin In Vitro Degerlendirilmesi

ki, Iistanbul: Kontrollii Salim Sistemleri Dernegi
2002; ss 82-88,113-117.

6. Qi L, Xu Z, Jiang X, et al. Preparation and
antibacterial activity of chitosan nanoparticles.
Carbohyd Res 2004; 339 (16): 2693-2700.

7. Wu Y, Yang W, Wang C, et al. Chitosan
nanoparticles as a novel delivery system for
ammonium glycyrrhizinate. Int ] Pharm 2005;
295: 235-245.

8. Fan W, Yan W, Xu Z, et al. Formation mechanism
of monodisperse, low molecular weight chitosan
nanoparticles by ionic gelation technique.
Colloid Surface B 2012; 90: 21-27.

9. Aktas Y, Andrieux K, Alonso M], et al
Preparation and in vitro evaluation of chitosan
nanoparticles containing a caspase inhibitor. Int
] of Pharm 2005; 298: 378-383.

10. Bennet D, Kim S. Transdermal delivery system to
enhance quercetin nanoparticle permeability. |
Biomat Sci-Polym E 2013; 24(2): 185-209.

11. Katas H, Alpar HO. Development and
characterisation of chitosan nanoparticles for
siRNA delivery. ] Contr Rel 2006; 115: 216-225.

12. Gymafi MA, Yoko A. Antioxidant properties of
thonningianin A, isolated from the African me-
dicinal herb, Thonningia sanguinea. Biochem.
Pharmacol 2002; 63: 1725-1737.

13. Nagpal K, Singh SK, Mishra DN. Chitosan
nanoparticles: A promising system in novel drug
delivery. Chem Pharm Bull 2010; 58(11): 1423-
1430.

14. Quan Gan Q, Wang T, Cochrane C, et al
Modulation of surface charge, particle size and
morphological properties of chitosan-TPP
nanoparticles intended for gene delivery.
Colloids Surfaces B 2005; 44: 65-73.

15. Celebi N. Modern Farmasoétik Teknoloji 2. Baski,
Ankara: TEB Eczacilik Akademisi 2009; ss 271.

16. Grau M], Kayser O, Miiller RH. Nanosuspensions
of poorly soluble drugs — reproducibility of
small scale production. Int ] Pharm 2000; 196:
155-157.

17. M. De Campos A, Sa'nchez A, ]. Alonso M.
Chitosan nanoparticles: a new vehicle for the
improvement of the delivery of drugs to the ocu-
lar surface. Application to cyclosporin A. Int ]
Pharm 2001; 224: 159-168.

18. El-Shabouri MH. Positively charged
nanoparticles for improving the oral
bioavailability of cyclosporin-A. Int ] Pharm
2002; 249:101-108.

19. Nathia S, Durga M, Devasena T. Preparation,
physico-chemical characterization and
biocompatibility evaluation of quercetin loaded
chitosan nanoparticles and its novel potential to
ameliorate monocrotophos induced toxicity. Dig
] Nanomater Bios 2014; 9(4): 1603-1614.

66 Saghk Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 2016 ; 25 (2)


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00086215

