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1. Projenin Tiirkce ve Ingilizce Ad1 ve Ozetleri

Suda Coziinen Nanokitosan Sentezi

Ozet

Bu caligmada iki adimli metilleme yontemi ile trimetil kitosan sentezlenmis ve trimetil nanokitosan iyonik
jellesme teknigi ile hazirlanmistir. Candesartan-cilexetil (yiiksek tansiyon tedavisinde kullanilan ve suda
¢ozlinmeyen) ilac1 suda ¢6ziinen trimetil nanokitosana ultrasonik etki ile yiiklenmis candesartan-cilexetilin

cOziintrligi gelistirilmistir.

Trimetil kitosan, trimetil nanokitosan ve candesartan-cilexetil yiikli trimetil nanokitosan FTIR, NMR, SEM,
TEM, DLS ve HPLC analizleri ile karakterize edilmistir. FTIR analizi ile candesartan-cilexetilin trimetil
nanokitosana fiziksel olarak tutundugu ve NMR analizi ile de trimetil kitosan kloriiriin kuartinizasyon
derecesinin %60 oldugu belirlenmistir. SEM goriintiilerinden kitosanin 150 mikron boyutunda oldugu ve
homojen bir dagilima sahip olmadigi saptanmistir. Sentezlenen trimetil kitosanin ise SEM analizi ile 1-3
mikron arasinda homojen dagiliml kiiresel tanelerden olustugu belirlenmistir. TEM analizi bulgularindan
trimetil nanokitosanin %86’simnin 250 nm’den kiigiik, %6’sinin 300-350 nm arahiginda, geri kalan
taneciklerin 350 nm’den biiyiik oldugu saptanmistir. DLS analizi sonuglarindan trimetil kitosanin etanoldeki
ortalama boyutu 1.4 pm, trimetil nanokitosanin ortalama boyutu ise etanolde 220 nm, Hepesde 295 nm
oldugu belirlenmistir. DLS sonuglarinin SEM ve TEM bulgulan ile uyumlu oldugu bulunmustur. HPLC
analizi ile candesartan-cilexetilin trimetil nanokitosana yiikleme etkinliginin % 72 oldugu ve

¢cOziinlirliigliniin ise 392 kez arttig1 saptanmis, tim bulgularin siireli yayinlarla uyumlu oldugu belirlenmistir.



The Synthesis of Water Soluble Nanochitosan

Abstract

In this study, trimethyl chitosan was synthesized by two step methylation. Trimethyl nanochitosan was
prepared by ionic cross linking of trimethyl chitosan solution by using tripolyphosphate at ambient
temperature during stirring. Candesartan-cilexetil (used in hipertension treatment and insoluble in water)
was loaded to water soluble trimethyl nanochitosan by ultrasonic effect. The solubility of candesartan-

cilexetil was increased using trimethyl nanochitosan.

Trimethyl chitosan, trimetil nanochitosan and candesartan-cilexetil loaded trimethyl nanochitosan were
characterized by FTIR, NMR, SEM, TEM, DLS and HPLC analyses. It was determined that candesartan-
cilexetil was adsorbed to trimethyl nanochitosan physically by FTIR analysis. The quartinization degree of
the synthesized trimethyl chitosan was found as 60% by NMR analysis. From the SEM images the size of
chitosan was determined as 150 micron and inhomogenously dispersed. It was determined that the trimethyl
chitosan was composed of homogenous spherical particles between 1-3 um by SEM analysis. According to
the findings of TEM analysis of trimethyl nanochitosan 86 % of all particles were less than 250 nm, 6% of
particles were in the range of 300-350 nm and the rest of the particles were higher than 350 nm. According to
DLS analysis results the average size of trimethyl chitosan in ethanol was found as 1.4 um and the average
size of trimethyl nanochitosan was found as 220 nm and 295 nm in ethanol and Hepes respectively. DLS
results are in consistent with SEM and TEM findings. According to HPLC analysis results the loading
efficieny of candesartan-cilexetil to trimethyl nanochitosan was determined as 72 % and the solubility of the

drug was increased as 392 times. It was found that all results are in consistent with literature.



2. Amag ve Kapsam

Kitosan biyouyumlulugu ve biyobozunurlugu nedeniyle ilag saliminda {imit verici bir polimerdir. Kitosan
suda ¢oziinmeyen ilaglarin ¢oziiniirliik ve biyoyararlanimini gelistirmek i¢in uygun bir salim araci olarak
bilinir (Acartiirk et al 1993, Genta et al 1995, Sawayanagi et al 1982, Shiraishi et al 1990). Ustiin bir
biyomateryal oldugu halde kitosan suda ¢oziinmez, asidik ¢ozeltilerde ¢oziiniir. Kitosanin asidik ¢ozeltide
coziiniirligi ilag tasiyict olarak kullanimini  smirlar. Suda ¢oziinmeyen ilaglarin  ¢oziiniirlik ve
biyoyararlanimlarin1 artirmak amaciyla kitosan ¢ozeltisi ve ila¢ ¢ozeltisi karisimini kurutarak kati dagilimi
hazirlanir. Kat1 dagilimindaki asit kalintis1 nedeniyle ilag bozunur, aktifligini kaybeder ve kararlilig1 azalir.
Son yillarda suda ¢6ziiniir kitosan tiirevleri ile suda ¢ozlinmeyen ilaglarin ¢oziiniirlilk ve biyoyararlanimlar
artirllarak bu problem asilmaya ¢alisilmaktadir (Portero et al. 1998, Kim et al 2006). Suda ¢6ziiniir kitosan
tirevleri homojen faz reaksiyonu, molekiil agirligimi azaltma ve kimyasal modifikasyon yontemleri ile
sentezlenmektedir (Chung et al 2005). Suda ¢6ziiniir nanokitosan ise suda ¢oziiniir kitosanin tripolifosfat ile

iyonik ¢apraz baglanmasi ile hazirlanmaktadir (Amidi et al 2006).

Stireli yayinlarda suda ¢Ozilinlir kitosan tlirevleri ile suda c¢oziinmeyen ilaglarin ¢oziiniirlik ve
biyoyararlaniminin arttigi belirlenmistir; ancak suda ¢oziinmeyen ilacin suda ¢oziinen nanokitosana
yiiklendigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu calismada sentezlenen suda ¢oziinlir nanokitosan trimetil
nanokitosandir. Trimetil nanokitosana candesartan-cilexetil ilaci yiiklenmistir. Candesartan-cilexetil
(Ca3H34NsOs) tetrazol, bifenil, benzimidazol gruplarini igeren siklohegzil karbonat esteridir ve yiiksek
tansiyona kars1 kullanilir (Miyabashi et al. 1996, Stenhoff et al 1999, Cagigal et al 2001). Candesartan-
cilexetil suda ¢oziinmez ve agizdan alindiginda diisiik biyoyararlanima (15%) sahiptir. Trimetil nanokitosan
ile candesartan-cilexetilin ¢oziiniirliigiinin gelistirilmesi ilacin biyoyararlanimini ve tedavi edici etkinligini

gelistirmek agisindan 6nemli bir konudur.

Bu ¢alismada iki adimli metilleme yontemi ile trimetil kitosan sentezlenmistir. Sentezlenen trimetil
kitosandan iyonik jellesme teknigi ile trimetil nanokitosan hazirlanmistir. Trimetil nanokitosana ultrasonik
etki yontemi ile candesartan-cilexetil ilaci ytiklenmistir. Trimetil kitosan, trimetil nanokitosan, candesartan-
cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan FTIR, NMR, SEM, TEM, DLS ve HPLC analizleri ile karakterize

edilmistir.



3. Materyal ve Yontem

Bu calismada, iki adimli metilleme yontemi ile trimetil kitosan, iyonik jellesme teknigi ile  trimetil
nanokitosan sentezlenmistir. Trimetil nanokitosana candesartan-cilexetil ilaci ultrasonik etki yontemi ile
yiikklenmigtir. Trimetil kitosan, trimetil nanokitosan ve candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan

karakterize edilmistir.

3.1. Materyal

%91 deasetilasyon derecesinde, 154 mikron biiyiikliigiinde kitosan (Chitoclear marka-Primex-Izlanda)
trimetil Kitosan sentezi icin kullamlmustir. ila¢ yiikleme calismalarinda %99.9 saflikta candesartan-cilexetil
ilac1 (Astra Zeneca-Isvec) kullanmilmistir. Candesartan-cilexetil ilact metanolde az ¢dziiniir ve biyoyararlanim

degeri % 15°dir.

3.2. Yontem

Yontem trimetil kitosan sentezi, trimetil nanokitosan sentezi, candesartan-cilexetil ilacinin trimetil
nanokitosana yiiklenmesi Ve sentezlenen Orneklerin Kkarakterizasyonu olmak iizere dort asamadan

olusmaktadir.

3.2.1. Trimetil Kitosan(TMC) Sentezi

Ticari suda ¢o6ziiniir kitosanin (10 g’1 600 §) fiyat1 olduk¢a pahali oldugu i¢in trimetil kitosan sentezlenmistir.
Trimetil kitosan Sieval et al. 1998’{in iki adimli metilleme yontemine gére sentezlenmistir. Deney sistemi
Sekil 1’de goriilmektedir. 2 g kitosan, 4.8 g sodyum iyodiir, 80 ml 1-metil-2-pirolidon ti¢ agizli balona
konulmustur. Balonun agizlarina ’liebig’’ yogusturucusu ve termometre yerlestirilmistir. 11 ml %15
sodyum hidroksit ¢ozeltisi ve 11.5 ml metil iyodiir eklenmistir. Balon sabit sicaklikta su banyosuna
yerlestirilerek karistm 60°C’de 1 saat siireyle karistirilmustir. Uriin 12 dk siireyle etanolle ¢oktiiriilerek
santrifiijle ayrilmistir. 1. adimin sonunda trimetil kitosan iyodiir elde edilmistir ve 80 ml 1-metil-2-
pirolidonda ¢6ziilerek 60°C’ye 1sitilmistir. 4.8 g sodyum iyodiir, 11 ml % 15 sodyum hidroksit ¢ozeltisi ve 7
ml metil iyodiir eklenerek karigim hizla karistirilmistir. 30 dakika siireyle karisim 60°C’de 1sitilmigtir. 2 ml
metil iyodiir ve 0.6 g sodyum hidroksit pelleti eklenmistir. 1 saat siireyle 60°C’de karigtirarak 1sitma
sirdiiriilmiistiir. Uriin 12 dk siireyle etanolle ¢oktiiriilerek santrifiijle ayrilmis ve 40 ml %10 sodyum kloriir
cozeltisinde ¢oziilerek trimetil kitosan iyodiirdeki iyodiir ile sodyum kloriirdeki kloriir yer degistirmistir.

Trimetil kitosan kloriir 12 dk siireyle etanolle ¢oktiiriilerek santrifiijle ayrilmigtir. Trimetil kitosan kloriir
6



40°C’de vakumda kurutulmustur (Sekil 2).

Sekil 1. Trimetil kitosan sentezinde kullanilan deney sistemi
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Sekil 2. Trimetil kitosan sentez agsamalari
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Trimetil Kitosan sentez mekanizmasi Sekil 3’de goriilmektedir. Kitosanin sodyum hidroksit varliginda
60°C’de metil iyodiir ile metillenmesi ile olusan trimetil kitosan iyodiir sodyum Kkloriir ¢ozeltisi ile
etkilestirilerek trimetil kitosan kloriir elde edilir. Metilleme islemi siiresince kitosandaki primer amin
gruplarinda bulunan hidrojen atomlar1 metil gruplar ile yer degistirir. Kitosandaki primer amin gruplari
metilleme islemi sonunda kuaterner amin gruplarina doniisiir. Bu ¢alismada %91 deasetilasyon derecesinde
kitosan kullanilmigtir. Kitosanin ikinci karbon atomuna bagli olan asetamid grubundaki R fonksiyonel

grubunun % 91’ini hidrojen atomlari, % 9’unu ise asetil gruplar1 olusturmaktadir (Hamman et al. 2001).

q Hay H
o 4 |
3— |
KaOH

an

Eitosan Trimetil kitosan iyodir

Trimetil kitosan klorir

Sekil 3. Trimetil kitosan sentez mekanizmasi

3.2.2. Trimetil Nanokitosan Sentezi

Trimetil nanokitosan Amidi et al. 2006 nin yontemine gore sentezlenmistir. 10 mg trimetil Kitosan kloriir 5
ml suda ¢6ziilmiistiir. 0.05 ml Tween 80 eklenmis ve pH 6 olarak Sl¢lilmiistiir. 1 mg/ml derisiminde 1.8 ml
tripolifosfat ¢ozeltisi hazirlanmis ve pH’1 8 olarak oOlgiilmiistiir. Trimetil kitosan kloriir ¢6zeltisi ortam
sicakliginda karistirilarak tripolifosfat ¢ozeltisi yavasca damla damla eklenmis ve pH 7 olarak ol¢iilmiistiir.

Trimetil nanokitosan vakumda kurutulmustur (Sekil 4).
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Sekil 4. Trimetil nanokitosanin sentez agamalari
3.2.3. Trimetil Nanokitosana Candesartan-Cilexetil ilacinin Yiiklenmesi

Candesartan-cilexetil ilact trimetil nanokitosana Kim et al. 2006 yontemine gore yiiklenmistir. Trimetil
nanokitosan (5 mg) suda (5 ml) , candesartan-cilexetil ilac1 (1 mg) ise DMSO’da (0.2 ml) ¢dziilmiistiir. Ilac
cozeltisi trimetil nanokitosan ¢ozeltisine bir buz banyosu {izerinde ultrasonik etki ile damlatilmis, karigim

vakum etiiviinde diisiik basingta kurutularak DMSO ve su buharlastiriimistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Ultrasonik etki ile ilag yiikleme

3.2.4. Trimetil Kitosan, Trimetil Nanokitosan ve Candesartan-cilexetil Yiiklii Trimetil Nanokitosanin

Karakterizasyonu

Trimetil kitosan, trimetil nanokitosan ve candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan FTIR, NMR, SEM,
TEM, DLS ve HPLC analizleri ile karakterize edilmistir.

3.2.4.1. FTIR Analizi

3 mg kitosan/trimetil kitosan/trimetil nanokitosan/candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan ve 150
mg KBr ile pelletler hazirlanmis ve Schimadzu 8400S markali cihazda analizlenmistir. FTIR analizi

boliimiimiizdeki Nanoteknoloji Lab.’da yapilmistir.

3.2.4.2. NMR Analizi

'H NMR’lar kitosan i¢cin D,O/HCI’de (100:1 v/v) ve trimetil kitosan i¢in D20’da (10 g/L) 80°C’de 400
MHz Bruker DPX-400, Yiiksek Performans Dijital FT- NMR spektrometre kullanilarak TUBITAK
ATAL’da yapilmstir.

10



3.2.4.3. SEM Analizi

Kitosan ve trimetil kitosan altinla kaplanarak SEM goriintiileri ¢ekilmistir. SEM analizi Quanta 400F Field
Emission Taramal1 Elektron Mikroskobunda ODTU Merkez. Lab’da yapilmistir.

3.2.4.4. TEM Analizi

1 mg trimetil nanokitosanin 3 ml etanolde siispansiyonu hazirlanarak 2 dk siireyle ultrasonik banyoda
tutulmustur. Mikrogrid tizerine karbon film yerlestirilerek 1-2 damla siispansiyon damlatilmis ve kuruduktan
sonra analizlenmistir. Ornegin 18 farkli yerinden goriintiiler alinmistir. Her bir fotograftaki tiim tanecikler
sayllmis ve c¢aplart ayri ayr1 kaydedilmistir. Tanecik sayis1 ve cap degerleri kullanilarak trimetil
nanokitosanin boyut dagilimi ¢ikarilmistir. TEM analizi FEI Tecnai G2 Gegirmeli Elektron Mikroskobunda
Ankara Universitesi Niikleer Arastirma Merkezi Elektron Mikroskop biriminde yapilmistir.

3.2.4.5. DLS Analizi

Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanin etanolde ve 5 mM derisimdeki HEPES (N-(2-
Hidroksietil)piperazin-N-(2-etan siilfonik asit) tampon ¢ozeltisinde (pH 7.4) siispansiyonlart ve suda
cozeltileri hazirlanarak DLS analizleri yapilmistir. Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanin dagilmalarini
saglamak amaciyla ultrasonik prob ve ultrasonik banyo ile ses etkisi verilmistir. Nanotaneciklerin biiytiklik
dagilimlarint belirlemek i¢in Zeta Sizer (MALVERN Zetasizer Nano Series Nano-S) cihazi kullanilmistir.

DLS analizleri Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi Boliimiinde yapilmustir.

3.2.4.6. HPLC Analizi

HPLC analiz kosullar:

Kolon tipi: Waters pBondapak marka CN RP 125A
Kolon dolgu maddesi ¢ap1:10um

Kolon ¢ap ve uzunlugu: 3.9x150 mm

Kolon 6zeligi: Siyano(CN) fonksiyonel gruplarina sahip

Hareketli faz: 20 mM derisimdeki sodyum dihidrojen fosfat monohidrat tampon ¢ozeltisinin pH’1

trifloroasetik asitle 3’e ayarlandi. 500 ml tampon ¢ozeltisi ve 500 ml asetonitril ¢ziiclisii karistirildi.

Hareketli fazin akis hizi: 1 mL/dk

11



Sicaklik: 27°C

Dedektor: UV

Candesartan-cilexetil dalga boyu: 210 nm
Enjeksiyon Hacmi: 10 uL

Cihaz: AGILENT 1100 series LC

Trimetil nanokitosanin candesartan-cilexetil ilacinin ¢oziiniirliigiine etkisi

Trimetil nanokitosan ve ila¢ yiikli trimetil nanokitosan Ornekleri (ilag miktart (2 mg) sabit ve trimetil
nanokitosan miktar1 (0, 20, 40, 60, 80 mg) degisken) suda ¢oziilmiis ve Orneklerin kromatogramlari
alimmistir. Her bir 6rnek i¢in ilaca iliskin alan degeri kromatogramdan okunmus ve trimetil nanokitosan
miktarinin ilaca ait alan degerine etkisi degerlendirilmistir. Her bir 6rnegin ilaca ait alan degerleri ilacin alan

degerine boliinerek ilacin sudaki ¢oziintirliigiine gore ¢ozilintirliik artis degeri hesaplanmustir.

12



4. Analiz ve Bulgular
4.1. FTIR Analizi Sonuclari

Kitosanin FTIR spektrumu Sekil 1°de verilmistir. Kitosanda 3400 cm™’de OH, 1650 cm™ amid-I, 1597 cm"
L*de amin, 1376 cm™’de amid-I11, 1155 cm™’de C-O-C, 1030 ve 1075 cm™’de C-O pikleri saptanmustir.
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Sekil 1. Kitosanin FTIR spektrumu
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Sekil 2. Trimetil kitosan kloriiriin (TMC) FTIR spektrumu

Trimetil kitosan kloriirde ise 1473 ve 2924 cm™’de CHp, 1376, 1412 ve 2888 cm™’de CH3 piki belirlenmistir

T T
1500

T T
1250

T T
1000

(Sekil 2). Sonuglarn siireli yaynlarla uyumlu oldugu saptanmstir (Cizelge 1).
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Cizelge 1. Kitosan ve Trimetil kitosan FTIR sonuglarinin siireli yayinlarla

karsilastirilmasi
Gruplar OH |Amid-I |Amin Amid-Ill |C-O-C |C-O CHz2 |CHs
|Kitosan 3430 [1662 1598 1380 1156 1033
Ding et 1075
al. 2006
TMC 1476 |1378
2932 |2884
Bu [Kitosan {3400 1650 1597 1376 1155 1030
caligsma 1075
TMC 1473 |1376
2924 1412
2888

15
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Sekil 3. a)Candesartan-cilexetil b)Trimetil nanokitosan c)Ultrasonik etki ile candesartan-cilexetil yiiklii

nanokitosan

Trimetil nanokitosanda 950 cm™’de P-O piki fosfat iyonlarinin trimetil kitosana eklendigini gdstermistir.
Candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosanda 1000 cm™ ‘de C-O piki kaybolmustur. Candesartan-
cilexetil, trimetil nanokitosan ve candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan FTIR spektrumlarinda 1750
cmP’de C=0O piki gozlenmistir. Candesartan-cilexetil trimetil nanokitosana fiziksel olarak tutunmustur
(Sekil 3).

4.2.NMR Analizi Sonuglari

Kitosan ve trimetil kitosan kloriiriin NMR spektrumlar1 goriilmektedir (Sekil 4 a, b). Kitosanda 5.3<6<5.5
ppm arasinda anomerik karbona bagli hidrojen (Hz) piki, 4<6<4.9 ppm arasinda glukopiranoz biriminin 3, 4,
5, 6. karbonlarina bagl hidrojen (Hs, Ha, Hs, He) pikleri, 3.7 ppm’de glukopiranoz halkasinin 2. karbonuna
bagl hidrojen (Hz) piki, 2.6 ppm’de asetamid grubuna ait metil hidrojeni piki saptanmistir. Kitosan ile ilgili
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bulgular siireli yayinlarda Britto et al. (2005)’tin buldugu degerlerle yakindir. Trimetil kitosan kloriirde ise
2.5 ppm’de dimetillenmis amin piki ve 3.7 ppm’de trimetillenmis amin (kuartinize amin) piki gozlenmistir.

Trimetil kitosan kloriirle ilgili bulgular Sieval et al. 1998, He et al. 2006 ve Ding et al. 2006’iin bulgulari ile

uyumludur (Cizelge 2).
ﬂ 3,4,5,6
a)Kitosan
1 2 COCHs
L L L L L L L L DL L DL L OL L L DLLL L LI B |
- 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2:5
ppm
b) TMC +N(CH3)3 N(CHs)2
MJV\J -
L L L L L L L L L L L LI LB L LA |
-60 55 50 45 4.0 35 3.0 2.5
ppm

Sekil 4. a) Kitosan b)TMC (Trimetil kitosan kloriir) NMR spektrumlari
17



Cizelge 2. Kitosan ve Trimetil kitosan NMR sonuglarinin siireli yayinlarla

karsilastirilmast
Gruplar H: Hs, Ha Ho COCHs |N(CHz)2 [+N(CHs3)3
Hs, He
Sievaletal.] TMC 2.5 3.35
1998
Britto et al. | Kitosan | 4.5<8<5 | 3.4<8<4 | 3.18 | 1.99
2005
TMC 2.76 3.3
He et al. TMC 34
2006
Dingetal. | Kitosan 4.76 3.43< 3.09 | 1.96
2006 8<3.81
TMC 2.46 3.25
Kitosan |5.3<8<5.5| 4<&<4.9 3.7 2.6
Bu ¢alisma
T™MC 2.5 3.7

NMR spektrumu yardimiyla sentezlenen trimetil kitosan kloriiriin kuartinizasyon derecesi %60 olarak
hesaplanmustir. Bu deger trimetil amin grubundaki hidrojenlerin pik integralinin *H piki integraline oraninin

9’da biri alinarak hesaplanmistir (Hamman et al. 2001, Synman et al. 2002, He et al. 2006, Amidi et al. 2006
ve Britto et al. 2007).

18



4.3. SEM Analizi Sonuclar1

Kitosan ve trimetil kitosanin SEM goriintiileri Sekil 5’de verilmistir. Kitosan katalog bilgilerine gore 154
mikron boyutundadir. Kitosanin SEM goériintiisii alindiginda 150 mikron boyutunda yapraklarin yani sira
kiigiik kitosan taneleri de goriilmiis ve kitosanin homojen bir dagilima sahip olmadig1 saptanmistir (Sekil 5 a,
x400 biiyiitme). Sentezlenen trimetil kitosanin ise 1-3 mikron arasinda homojen dagiliml kiiresel tanelerden
olustugu saptanmistir (Sekil 5 b, x3200 biiyiitme). Siireli yayinlarda trimetil kitosana iliskin SEM bulgusuna

rastlanmadig1 i¢in goriintiilerin siireli yayinlarla karsilastirilmasi yapilamamistir.

Sekil 5. a) Kitosan (x400 biiylitme) b) TMC (Trimetil kitosan kloriir, x3200 biiyiitme)
SEM goriintiileri

4.4. TEM Analizi Sonuclar

Trimetil nanokitosanin farkli bolgelerden ¢ekilmis TEM goriintiileri gérilmektedir (Sekil 6 a, b, ¢). Trimetil
nanokitosan nano boyutta kiiresel taneciklerden olusmaktadir ve genis bir boyut dagilimi vermistir. Bu boyut
dagiliminin belirlenmesi amaciyla ayn1 6rnegin 17 farkli yerinden goriintiiler alinmistir (Sekil 7). Bu
goriintiilerdeki tim tanecikler sayilarak tanecik ¢aplart kaydedilmis (Toplam 190 tanecik sayilmistir) ve

tanecik ¢apina kars1 boyut dagimi grafige gegirilmistir (Sekil 8).
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(a) (b)

Sekil 6. Trimetil nanokitosanin farkli bolgelerden ¢ekilmis TEM goriintiileri
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Sekil 7.Trimetil nanokitosanin boyut dagiliminin belirlenmesinde kullanilan tiim TEM

goriintiileri
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0-50 50-100 100-150 150-200 200-250  250-300 300-350 350-400  400-780

Parcacik boyutu (nm)

Sekil 8. Trimetil nanokitosanin boyut dagilimi

Trimetil nanokitosanin %60°1 50-150 nm araligindaki taneciklerden olusmaktadir (Sekil 8). Tiim taneciklerin
%86’s1 250 nm’den kiigiiktiir ve geri kalan taneciklerde % 6 oraninda 300-350 nm biytikliigiine
rastlanmistir. Amidi et al. (2006) yaptiklar1 ¢alismada trimetil nanokitosani ayni yontemle sentezlemis ve
SEM goriintiileri ile taneciklerin 20-200 nm araliginda oldugunu saptamislardir. Chen et al. (2007) ise
trimetil nanokitosanin TEM goériintiilerinde 200-250 nm araliginda degisen tanecikler go6zlemlemistir.
Trimetil nanokitosanin TEM sonuglarina gore belirlenen tanecik biiyiikliigi Amidi et al. (2006)’nin

yaptiklar1 ¢alisma ile uyumludur.

4.5. DLS Analizi Sonuglar

10 dk siireyle ultrasonik banyo yardimiyla ses Gtesi dalgalar verilmis trimetil kitosanin biiyiiklik dagilim
grafigi goriilmektedir (Sekil 9). Trimetil kitosanin %29’u 1281 nm, %40°1 1484 nm, %21°1 1718 nm, %7’si
1106 nm ve %3’i 1990 nm olarak bulunmustur. Taneciklerin % 97°si 1,1 mikron ile 1,7 mikron arasindadir.
Trimetil kitosanin ortalama 1.4 mikron boyutunda oldugu saptanmistir. Bu bulgu 1-3 mikron arasinda

bulunan trimetil kitosanin SEM sonucu ile uyumludur. Siireli yaymlarda trimetil kitosanin DLS analizi
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sonucu ile ilgili bir bulguya rastlanmadigi i¢in karsilastirma yapilamamustir.

(a)

Biviiklik Dagilimi
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%\ 0 ................ . ................ . )
wn | . . : : |
O\O o]0 ST ................ ................. .............. L 40

s P PO PUPI U | B ST 20

0 ; ; 0

0.1 1 10 100 1000 10000
Cap (nm)
(b)
Biiyiikliik Dagilim1

50 .............................. .................... ...........................................
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e |
o\o 20 ......................................................................

‘0 ......................................................................

0 f t - t -+ t -+ i

1 10 100 1000 10000
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Sekil 9. 10 dk stireyle ses Otesi dalgalar verilmis trimetil kitosanin biiyiikliik dagilim
grafigi a. Boyut aralig1 ve kiimiilatif dagilim b.% Dagilim degerleri
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Sekil 10. 5 dk siireyle etanolde ses 6tesi dalgalar verilmis trimetil nanokitosanin
bliytikliik dagilim grafigi a.Boyut aralig1 ve kiimiilatif dagilim b.% Dagilim

degerleri

5 dk siireyle ultrasonik prob yardimiyla ses Gtesi dalgalar verilmis trimetil nanokitosanin biiytikliik dagilim
grafigi goriilmektedir (Sekil 10). Trimetil nanokitosanin %26’s1 190 nm, %39’u 220 nm, %241 255 nm,
%6’s1 164 nm ve %5°1 295 nm olarak bulunmustur. Taneciklerin % 95’1 164 nm ile 255 nm arasindadir.

Trimetil nanokitosan ortalama 220 nm boyutunda bulunmustur.
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Sekil 11. 5 dk stireyle HEPES tampon ¢6zeltisinde ses Otesi dalgalar verilmis trimetil
nanokitosanin biiyiikliikk dagilim grafigi a.Boyut aralig1 ve kiimiilatif dagilim
b.% Dagilim degerleri

HEPES tampon c¢ozeltisinde ses Otesi dalgalar verilmis trimetil nanokitosanin biiyliklik dagilim grafigi
goriilmektedir (Sekil 11). Ses otesi dalgalar ultrasonik prob yardimiyla 5 dk siireyle verilmistir. Trimetil
nanokitosanin %31°1 255 nm, %31°1 295 nm, %16’s1 342 nm, %15°1 164 nm, %4’ 396 nm ve %3°14 190

nm olarak bulunmustur. Taneciklerin % 96’s1 164 nm ile 342 nm arasindadir. Trimetil nanokitosan ortalama

295 nm boyutunda bulunmustur.

Ultrasonik etki siiresinin trimetil kitosan i¢in etanolde 10 dk, trimetil nanokitosan icin etanol ve HEPES’de 5
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dk olarak uygun oldugu belirlenmistir.

Trimetil kitosanin ve trimetil nanokitosanin etanolde ve HEPES’de DLS analizlerine ek olarak su ile de

deneme yapilmistir.

(a)
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Sekil 12. 5 dk siireyle suda ses otesi dalgalar verilmis trimetil kitosanin biiytikliik
dagilim grafigi a.Boyut aralig1 ve kiimiilatif dagilim b.% Dagilim degerleri

Suda ses otesi dalgalar verilmis trimetil kitosanin biyiiklik dagilim grafigi goriilmektedir (Sekil 12). Ses

Otesi dalgalar ultrasonik prob yardimiyla 5 dk siireyle verilmistir. Trimetil kitosan ortalama 220 nm
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boyutunda bulunmustur. Bu analiz bir kontrol analizi olarak diisiiniilmiistiir. Trimetil kitosanin sudaki DLS

analizinde sonucun nanoboyutta ¢ikmasi trimetil kitosanin suda ¢oziindiigiinii desteklemektedir.

(a)
Biiyiikliik Dagilimi
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Sekil 13. Suda ses 6tesi dalga vermeden dogrudan trimetil nanokitosanin biiytikliik

dagilim grafigi a.Boyut aralig1 ve kiimiilatif dagilim b.% Dagilim degerleri

Suda ses Otesi dalgalar vermeden trimetil nanokitosanin biiyiiklik dagilim grafigi goriilmektedir (Sekil 13).
Trimetil nanokitosan ortalama 7.5 nm boyutunda bulunmustur. Bu analiz bir kontrol analizi olarak
diisiiniilmistiir. Trimetil nanokitosanin sudaki DLS analiz sonucunun ¢ok kiiciik bir deger ¢ikmasi trimetil

nanokitosanin suda ¢oziindiigiini desteklemektedir.
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Sekil 14. 5 dk stireyle suda ses Otesi dalga verilmis trimetil nanokitosanin biiytikliik

Suda 5 dk siireyle ses otesi dalgalar verilmis trimetil nanokitosanin biiyiikliik dagilim grafigi goriilmektedir
(Sekil 14). Trimetil nanokitosan ortalama 6.5 nm boyutunda bulunmustur. Bu analiz bir kontrol analizi
olarak diistiniilmiistiir. Trimetil nanokitosanin suda ses otesi dalga verildigi ve verilmedigi her iki durum igin

DLS analiz sonuglarinin ¢ok kiiciik olmasi trimetil nanokitosanin suda ¢oziindiigiinii desteklemektedir.

dagilim grafigi a.Boyut aralig1 ve kiimiilatif dagilim b.% Dagilim degerleri
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Cizelge 3 Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosan DLS analiz sonuglarinin siireli

yayinlarla karsilastirilmasi

Deney ve siireli yayinlarin Ortalama boyut PDI
karsilastirmasi
Amidi et al. 2006 254 +/-9 nm saflastirmadan 0.157
TMC nanotanecigi 366+/-26 nm saflastirdiktan sonra | 0.242

Chen et al. 2007
DQ33 240 +/-10 nm 0.215
DQ37 218 +/-9 nm 0.193

TMC nanotanecigi

TMC+etanol+Ultrasonik banyo 10dk 1484 nm 0.43
NanoTMC+etanol+Ultrasonik prob 220 nm 0.61
NanoTMC+HEPES+Ultrasonik prob 295 nm 0.71
TMC+su+Ultrasonik prob 220 nm 0.535

1-3 mikron SEM sonucu

NanoTMC+su 7.5 nm 0.44

Nano TMC+su+Ultrasonik prob 6.5 nm 0.725

Trimetil nanokitosanin % 86’st  TEM sonuglarina goére 13-250 nm araliginda bulunmustur ve DLS
sonuglarina gore ortalama parcacik biiylikliigli 220 nm olarak saptanmistir. TEM ve DLS analiz sonuglari

birbirlerine yakin degerlerdir.
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4.6. HPLC Analizi Sonuglari

Candesartan-cilexetil ilacinin kromatogram: Sekil 15’de, trimetil nanokitosanin kromatogrami Sekil 16°da,
candesartan-cilexetil ilaci yiiklii trimetil nanokitosanin kromatogrami Sekil 17°de goriilmektedir. Trimetil

nanokitosan 210 nm’de pik vermemistir.

VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000356.D)

mAU
o g
15 5 ppm Candesartan-cilexetil

Candesartan-cilexetil

Alikonma stiresi(dk)

Sekil 15. Candesartan-cilexetil ilacinin kromatogrami
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VWDL1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000093.D)

Yanit

-10 4

-15 —

Alikonma stiresi(dk)

Sekil 16. Trimetil nanokitosanin kromatogrami
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VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000339.D)

mAU

36 . /(83

&

25 Candesartan-cilexetil
24

15
Ele

51

04

-5

-1¢

T min

Alikonma siiresi(dk)

Sekil 17. Candesartan-cilexetil ilaci yiiklii trimetil nanokitosan 6rnegi  kromatogrami

Candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan 6rnegi % 20 ilag¢ yiikleme ile hazirlanmigtir. Candesartan-
cilexetil yiikli trimetil nanokitosan HPLC ile analizlendiginde 6rnegin igindeki ilag miktart 0.12 mg
candesartan-cilexetil/mg 6rnek olarak saptanmistir. 6 mg toplam drnekteki ilag miktar1 0.72 mg’dir. Ornege

baslangi¢ta konan ilag miktar1 1 mg’dir. Asagidaki formiiller kullanilarak candesartan-cilexetil yiiklii trimetil

nanokitosan 6rnegi i¢in ilag ylikleme (%w/w), ylikleme etkinligi (%) degerleri hesaplanmustir.

Ilag yiikleme=Yiiklenen ila¢ miktari/Polimer miktar1

Yiikleme etkinligi=Y{iklenen ila¢ miktari/Baslangictaki ilag miktar1

Candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan Ornegi i¢in ilag yiikkleme (%w/w) % 14.4 bulunmus

yiikleme etkinligi ise % 72 olarak hesaplanmistir.
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Trimetil nanokitosanin candesartan-cilexetil ilacinin ¢6ziiniirliigiine etkisini incelemek tizere candesartan-
cilexetil ilact yiikli trimetil nanokitosan Orneklerinin sudaki ¢ozeltileri analizlenmis ve kromatogramlari
alinmustir. Orneklerdeki candesartan-cilexetil miktar1 2 mg trimetil nanokitosan miktar1 ise sirasiyla 0, 20,
40, 60, 80 mg’dir (Sekil 18).

VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000093.D)
VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000095.D)
VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000097.D)
VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000099.D)
VWD1 A, Wavelength=210 nm (CANDE\S0000101.D)

Candesartan- cilexetil

Ooooo

mAU

20004

15064

Yanit

10064

5004

Alikonma siiresi(dk)

Sekil 18. Candesartan-cilexetil ilaci yiiklii trimetil nanokitosan drneklerinin kromatogramlari
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Cizelge 4’de candesartan-cilexetil ilac1 yiikli trimetil nanokitosan 6rneklerindeki ilacin kalma siiresi ve alani
goriilmektedir. Trimetil nanokitosan miktar1 arttikca ilacin alikonma siiresi sabit kalmis ve alan degerleri

artmisgtir

Cizelge 4. Candesartan-cilexetil ilac1 yiiklii trimetil nanokitosan 6rneklerinin sudaki ¢ozeltisi

analizlendiginde ilacin alikonma siiresi ve alan degerleri

Trimetil nanokitosan [lacin Alan
miktar1 alikonma
(mg) stiresi
0 2.154 71.731
20 2.689 10359
40 2.696 26284.1
60 2.707 29748.7
80 2.695 28120
Artis 392

5. Sonuc ve Oneriler

Biyoyumluluk ve biyobozunurluk gibi 6zelikleri nedeniyle tip ve eczacilik alanlarinda yaygin bir sekilde
kullanilan kitosan suda ¢oziinmez, asidik ¢ozeltilerde ¢oziiniir. Kitosanin asidik ¢ozeltide ¢oziintirliigi ilag
tastyict olarak kullanimini smirlar. Suda ¢éziinmeyen ilaglarin ¢oziiniirliik ve biyoyararlanimlarini artirmak
amaciyla kitosan ¢ozeltisi ve ilag ¢ozeltisi karisimini kurutarak kati dagilimi hazirlanir. Kati dagilimindaki
asit kalintis1 nedeniyle ila¢ bozunur, aktifligini kaybeder ve kararliligi azalir. Son yillarda suda ¢oziiniir
kitosan tiirevleri ile suda ¢oziinmeyen ilaglarin ¢6ziiniirlik ve biyoyararlanimlar1 artirilarak bu problem
asilmaya caligilmaktadir (Portero et al. 1998, Kim et al 2006). Suda ¢6ziiniir kitosan tiirevleri homojen faz
reaksiyonu, molekiil agirligini azaltma ve kimyasal modifikasyon yontemleri ile sentezlenmektedir (Chung
et al 2005). Suda ¢6ziiniir nanokitosan ise suda ¢oziiniir kitosanin tripolifosfat ile iyonik ¢apraz baglanmasi

ile hazirlanmaktadir (Amidi et al 2006).
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Stireli yayinlarda suda c¢oziinlir kitosan tiirevleri ile suda c¢oziinmeyen ilaglarin ¢oziliniirlik ve
biyoyararlaniminin arttig1 belirlenmistir; ancak suda ¢oziinmeyen ilacin suda ¢oziinen nanokitosana
yiiklendigi bir calismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada sentezlenen suda ¢oziiniir nanokitosan trimetil
nanokitosandir. Suda ¢6ziinmeyen ilag ise yiiksek tansiyon tedavisinde kullanilan candesartan-cilexetildir.
Trimetil nanokitosan ile candesartan-cilexetilin ¢oziiniirliigiiniin gelistirilmesi ilacin biyoyararlanimini ve

tedavi edici etkinligini gelistirmek agisindan 6nemli bir konudur.

Calisma 4 asamada gergeklestirildi. 1. asamada trimetil kitosan iki adimli metilleme yontemi ile sentezlendi.
2. asamada sentezlenen trimetil kitosandan trimetil nanokitosan iyonik jellesme teknigi ile hazirlandi. 3.
asamada candesartan-cilexetil ilac1 trimetil nanokitosana ultrasonik etki yontemi ile yiiklendi. 4. asamada ise
trimetil kitosan, trimetil nanokitosan ve candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan FTIR, NMR, SEM,
TEM, DLS ve HPLC analizleri ile karakterize edildi.

Kitosanin FTIR spektrumunda 3400 cm™®’de OH, 1650 cm™’de amid-1, 1597 cm™’de amin, 1376 cm™*’de
amid-111, 1155 cm™®’de C-O-C, 1030 ve 1075 cm™*’de C-O pikleri saptandi. Trimetil kitosan kloriiriin FTIR
spektrumunda ise 1473 ve 2924 cm™®’de CHp, 1376, 1412 ve 2888 cm™’de CH3 piki belirlendi. Kitosan ve
trimetil nanokitosan FTIR analizi bulgularinin siireli yayinlarla uyumlu oldugu saptandi (Ding et al 2006).
Trimetil nanokitosanin FTIR spektrumunda 950 cm™’de P-O piki fosfat iyonlarmin trimetil kitosana
eklendigini gosterdi. Candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosanin FTIR spektrumunda ise 1000 cm™
’de C-O piki kayboldu. Candesartan-cilexetil, trimetil nanokitosan ve candesartan-cilexetil yiiklii trimetil
nanokitosan FTIR spektrumlarinda 1750 cm™®’de C=O piki gozlendi. Candesartan-cilexetilin trimetil

nanokitosana fiziksel olarak tutundugu belirlendi.

Kitosanin NMR spektrumunda 5.3<8<5.5 ppm arasinda anomerik karbona bagli hidrojen (Hz) piki, 4<6<4.9
ppm arasinda glukopiranoz biriminin 3, 4, 5, 6. karbonlarina bagh hidrojen (Hs, Ha, Hs, He) pikleri, 3.7
ppm’de glukopiranoz halkasmin 2. karbonuna bagli hidrojen (H2) piki, 2.6 ppm’de asetamid grubuna ait
metil hidrojeni piki saptandi. Kitosana iligkin NMR bulgulart siireli yayinlarda Britto et al. (2005)’tin NMR
sonuglari ile uyumludur. Trimetil kitosan kloriirde ise 2.5 ppm’de dimetillenmis amin piki ve 3.7 ppm’de
trimetillenmis amin (kuartinize amin) piki goézlendi. Trimetil kitosan kloriirle 1lgili NMR bulgular1 Sieval et
al. 1998, He et al. 2006 ve Ding et al. 2006’iin bulgular1 ile uyumludur. Sentezlenen trimetil kitosan
kloriirtin kuartinizasyon derecesi NMR spektrumu yardimiyla %60 olarak hesaplandi. Bu deger trimetil amin

grubundaki hidrojenlerin pik integralinin *H piki integraline oraninin 9°da biri aliarak hesaplandi (Hamman
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et al. 2001, Synman et al. 2002, He et al. 2006, Amidi et al. 2006 ve Britto et al. 2007).

SEM analizi ile kitosanin 150 mikron boyutunda oldugu ve homojen bir dagilima sahip olmadig1 saptandi.
Bu sonug kitosanin katalog bilgileri ile uyumludur. Sentezlenen trimetil kitosanin ise SEM analizi ile 1-3
mikron arasinda homojen dagilimli kiiresel tanelerden olustugu saptandi. Siireli yayinlarda trimetil kitosana

iliskin SEM bulgusuna rastlanmadig i¢in goriintiilerin siireli yayinlarla karsilastirilmasi yapilamadi.

TEM analizi ile trimetil nanokitosanin nano boyutta kiiresel taneciklerden olustugu ve genis bir boyut
dagilimi verdigi saptandi. TEM analizi bulgularina gore trimetil nanokitosanin %60°1 50-150 nm araligindaki
taneciklerden olustu. Tiim taneciklerin %86’sinin 250 nm’den kiiclik ve geri kalan taneciklerin % 6’sinin
300-350 nm araliginda oldugu belirlendi. Amidi et al. (2006) yaptiklar1 ¢alismada trimetil nanokitosani ayni
yontemle sentezlemis ve SEM goriintiileri ile taneciklerin 20-200 nm aralifinda oldugunu saptamiglardir.
Chen et al. (2007) ise trimetil nanokitosanin TEM goriintiilerinde 200-250 nm araliginda degisen tanecikler
gozlemlemistir. Trimetil nanokitosanin TEM sonuglarina gore belirlenen tanecik biiyiikligii Amidi et al.

(2006)’nin yaptiklari ¢alisma ile uyumludur.

Trimetil kitosan ve trimetil nanokitosanin pargacik boyut dagilimi: DLS analizi ile belirlendi. Trimetil kitosan
ve trimetil nanokitosan sirasiyla etanol, Hepes tampon ¢ozeltisi ve suda ses etkisi ile dagitildi. Trimetil
kitosanin etanolde ortalama boyutu 1400 nm bulundu. Bu sonug trimetil kitosanin SEM sonucu ile (1000-
3000 nm) uyumludur. Trimetil kitosanin sudaki ortalama boyutu 220 nm olarak bulundu. Bu sonug trimetil
kitosanin sudaki ¢oziiniirliigiinii destekledi. Trimetil nanokitosanin etanol ve Hepesdeki ortalama boyutlari
sirastyla 220 nm ve 295 nm olarak belirlendi.Trimetil nanokitosanin TEM (13-250 nm) ve DLS (220 nm)
analizi sonuglarimin birbirine yakin oldugu gozlendi.Trimetil nanokitosanin sudaki ortalama boyutu 6.5 nm
olarak bulundu. Bu sonug trimetil nanokitosanin sudaki ¢oziiniirliiglinii destekledi. Trimetil nanokitosanin

DLS analiz sonuglarinin siireli yayinlarla da uyumlu oldugu saptandi (Amidi et al 2006, Chen et al 2007).

Candesartan-cilexetil yiiklii trimetil nanokitosan rnegi % 20 ilag yiikleme ile hazirlandi. Ornek baslangigta
1 mg ilag igeriyordu Candesartan-cilexetil yiikli trimetil nanokitosan HPLC ile analizlendiginde &rnegin

icindeki ilag miktar1 0.72 mg candesartan-cilexetil olarak gozlendi. Candesartan-cilexetil yiiklii trimetil
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nanokitosan Ornegi igin ila¢ yiikleme (%w/w) % 14.4 olarak bulundu. HPLC analizi ile candesartan-

cilexetilin trimetil nanokitosana yiikleme etkinligi % 72 bulundu.

Trimetil nanokitosanin candesartan-cilexetil ilacinin ¢oziiniirliigiine etkisini incelemek iizere candesartan-
cilexetil ilac1 yiikli trimetil nanokitosan 6rneklerinin sudaki ¢ozeltileri analizlendi ve kromatogramlari alindi.
Orneklerdeki candesartan-cilexetil miktar1 sabit (2 mg) trimetil nanokitosan miktar ise degiskendir (0, 20,
40, 60, 80 mg). Candesartan-cilexetil ilac1 yiiklii trimetil nanokitosan orneklerinin HPLC sonuglarina gore
trimetil nanokitosan miktari arttik¢a ilacin alikonma siiresi sabit kaldi ve alan degerleri arttt. HPLC ile
yapilan ¢oziiniirliik deneyi sonuglarina gore trimetil nanokitosan candesartan-cilexetilin ¢oziintirliigiinii 392
kez artirdi. Candesartan-cilexetilin trimetil nanokitosana yiiklenmesi ile ilacin ¢éziiniirliigiindeki artig ilacin

biyoyararlanimi ve tedavi edici etkinligini artirabilecektir.
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CANDESARTAN CILEXETIL AND CANDESARTAN LOADED TRIMETHYL CHITOSAN
NANOPARTICLES

A. Gecer®, N. Yildiz!, B. Turan? and A. Calimli!

!Department of Chemical Engineering,, Faculty of Engineering, University of Ankara, 06100, Tandogan,
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Ankara, Turkey

Chitosan, in general, is known as a good candidate to be a convenient vehicle to improve the dissolution
properties and bioavailability of a number of poor water-soluble drugs [1-3]. Despite of its superiority as a
biomaterial, chitosan is not fully soluble in water but soluble in acidic solution. Aqueous solubility of
chitosan only in acidic solution limits its application as a drug carrier. Water soluble chitosan is used instead
of chitosan as a drug carrier in the recent years[4-5]. Candesartan-cilexetil (C3z3H3sNsOg) and candesartan
(C24H20NeO3) are widely used as antihypertensive drugs. Candesartan is the dissolvable form of

candesartan-cilexetil.

The aim of this study is to examine feasibility of trimethyl nanochitosan to carry candesartan-cilexetil and
candesartan. Candesartan-cilexetil and candesartan were loaded to trimethyl nanochitosan by using
ultrasonic effect and ionic gellation techniques. In summary, by using the analyses of HPLC and FTIR, it is
shown that candesartan cilexetil and candesartan were loaded to trimethyl nanochitosan particles efficiently.
Irrespective of the drug loading method entrapment efficiency was found to be above 60%. This work was
supported by BAP under Grant No. 20080745003 HPD.
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Enhancing The Solubility of Candesartan Cilexetil Using Trimethyl Chitosan Nanoparticle,
Gum Arabic and Commercial Water Soluble Chitosan

Aylin Gecer'”, Nuray Yildiz!, Belma Turan? and Ayla Calimlit
!Department of Chemical Engineering,, Ankara University, Ankara 06100, Turkey

2Department of Biophysics, Ankara University, Ankara, 06410, Turkey

Abstract— We predict that the trimethyl chitosan nanoparticles increase the solubility of an
insoluble drug candesartan cilexetil . Our results are quite remarkable and open a new approach
to enhance the bioavailibility of candesartan cilexetil which is only 15 %.

Chitosan has been considered to be one of the most promising biopolymers for drug delivery purposes
because of its biocompatibility and biodegradibility. Chitosan, in general, is known as a good candidate to be
a convenient vehicle to improve the dissolution properties and bioavailability of a number of poor water-
soluble drugs [1-5]. Despite of its superiority as a biomaterial, chitosan is not fully soluble in water but
soluble in acidic solution. Aqueous solubility of chitosan only in acidic solution limits its application to
bioactive agents such as gene delivery carriers, peptide carriers, and drug carriers. Water-soluble chitosan
can dissolve in distilled water directly without use of acidic solution. This property has great potential of
application in the drug delivery system and biomedical application since most of the drugs, proteins,
peptides, and DNA drugs are sensitive to acidic solution and easy to inactivate in the high acidic

environment [6].

Candesartan-cilexetil (Cs3H3sNeOs), widely used an antihypertensive drug, is cyclohexyl carbonate ester
and contains tetrazol, biphenyl, benzimidazol groups [7-8]. Candesartan-cilexetil is practically insoluble in
water, and therefore it can exhibit low bioavailability (15%) after oral administration. Therefore, the
improvement of candesartan-cilexetil dissolution from its oral solid dosage forms is an important issue for

enhancing its bioavailability and therapeutic efficiency.

In this study; we examined the feasibility of trimethyl nanochitosan to enhance the candesartan-cilexetil
dissolution. For comparison, we also used other vehicles such as gum arabic and commercial water soluble
chitosan. The effect of process variables including polymer mass and type of polymer on this drug
dissolution was investigated by using FTIR, NMR, SEM, TEM, DLS, UV and HPLC analyses.

The trimethyl chitosan nanoparticles were prepared by ionic crosslinking of trimethyl chitosan solution
with tripolyphosphate, at ambient temperature during stirring. Candesartan-cilexetil was loaded to trimethyl
nanochitosan, trimethyl chitosan, gum arabic and commercial water soluble chitosan by using ultrasonic
effect, and then the potential of the polymers to increase the solubility of candesartan-cilexetil was
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investigated by increasing polymer mass. The effect of process variables including polymer mass and type of

polymer on the drug dissolution was also examined.

Figure: TEM image of trimethyl chitosan nanoparticles

In summary, by using the techniques of SEM and TEM, it is shown that the sizes of the trimethyl chitosan
and trimethyl nanochitosan particles are between 1000-3000 nm and 3-250 nm, respectively. Data with UV
and HPLC analyses have demonstrated that trimethyl nanochitosan can significantly increase the dissolution
of candesartan-cilexetil. As the trimethyl nanochitosan mass is increased, higher the drug dissolution is
obtained up to a maximum trimethyl nanochitosan mass of 40 mg. The enhancement for the drug dissolution
can be attributed to the decreased chitosan size. Therefore, it is shown that trimethyl nanochitosan is a
superior vehicle for increasing the solubility of candesartan-cilexetil compared to trimethyl chitosan, gum
arabic, or commercial water soluble chitosan, which is highly important for bioavailability of this drug . This
work was supported by BAP under Grant No. 20080745003 HPD.

*Corresponding author: agecer@ankara.edu.tr

[1] Y. Sawayanagi, N. Nambu, and T. Nagai, Chem. Pharm. Bull. 30, 4464 (1982)

[2] Y. Sawayanagi, N. Nambu, and T. Nagai, Chem. Pharm. Bull. 31, 2064 (1983)

[3] S. Shiraishi, M. Arahira, T. Imai, and M. Otagiri, Chem. Pharm. Bull. 38, 185 (1990)

[4] F. Acartiirk, A. Sencan, and N. Celebi, STP Pharma Sci. 3, 369 (1993)

[5]] I. Genta, F. Pavanetto, B. Conti, P. Giunchedi and U. Conte. STP Pharma Sci. 5, 202 (1995)

[6] D. Kim, Y. Jeong, C. Choi, S. Roh, S. Kang, M. Jang, and J. Nah, International Journal of Pharmaceutics
319, 130 (2006)
45



[7] T. Miyabayashi, T. Okuda, M.. Motohashi, K., Izawa, and T. Yashiki, Journal of Chromatography B
677,123 (1996)

[8] E. Cagigal, L. Gonza’'lez, R. M. Alonso, and R.M. Jimenez, Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis 26, 477 (2001)

46



¢) Yayinlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler

Yayinlar (Science Citation Index (SCI) Kapsaminda)

1. Geger, A.,Y1ldiz, N., Turan, B., Caliml, A., >’ Trimethyl nanochitosan enhances dissolution
properties of the poorly water soluble drug candesartan-cilexetil’’, Food and Chemical
Toxicology (in review, 1 May 2009)

Tezler
Proje kapsaminda halen 1 Doktora Caligsmasi yiirlimektedir

Suda Coziinen Nanokitosan Sentezi. Danisman Prof. Dr. Ayla CALIMLIL Ogrenci Aylin
GECER, Fen Bil. Enst.

47



