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ONSOZ
Bu calismada meloksikam’ 1n diblok, triblok kopolimer misellerinden ila¢ salimi
yani sira bu misellerin capraz baglanmasi sonucu ila¢ salimindaki degisimlerin

arastirtlmasi planlanmistir. Ancak deneylerin uzamasi nedeniyle bu ¢alisma daha
sonraya birakilmistir.

In vitro ila¢ salim deneyleri icin kullanilan Franz difiizyon hiicrelerinde yapay
membranlar kullanilabilmis fakat membranlardan gecis s6z konusu olmamistir.
Membran olarak kullanilmasi planlanan insan derisi temin edilerek uygun
sartlarda saklanmis sadece tek bir deney yapilabilmistir. Capraz bagh misellerin
salimina difiizyon metodu ile birlikte Franz difiizyon hiicreleri kullanilarak ileri
bir tarihte bakilacaktir.
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MELOKSIKAMIN’ IN SUDA COZUNEN
DIBLOK, TRIBLOK KOPOLIMER MiSELLERI
ve CAPRAZ BAGLI MiSELLERDEN
SALIMININ iNCELENMESI

OZET

Polimerik ilac tastyict sistemler giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
tasiyicilardan biri olmaya aday diblok ve triblok kopolimerlerin miselleri, capraz
bagli miseller iizerinde c¢alismalar siirdiiriilmektedir. Polimerik miseller ilag
salintmindaki kullanimlarindan dolay1r 6nemli bir calisma konusudur.

Miseller genel olarak hidrofobik bir ¢ekirdek ve hidrofilik bir dis ¢ceperden olusur.
Bu yapt hidrofob 0Ozellikteki ila¢ etkin maddeleri icin biiyiikk avantaj
saglamaktadir.

Bu calismada hidrofob o©zellikte non-steroidal antienflamatuar bir ila¢ olan
meloksikam  kullamilmistir.  Polimerik  tasiyic1  sistem  olarak  Poli{2-
(dimetilamino)etil metakrilat}- Poli{(2-(dietilamino)etil metakrilat} (DMA-DEA)
diblok kopolimer %0.5 misel ¢ozeltisi ve Poli{2-(dimetilamino)etil metakrilat}-
Poli{2-(diizopropilamino)etil metakrilat}- Poli{2-(N-morfolino)etil metakrilat}
(DMA-DPA-MEMA) kullanilmistir. Polimer ¢ozeltisine asit ilavesi ile pH=2 ‘nin
altina  diisiiriilip polimerin  ¢6ziinmesi saglanmistir. Ortam KOH ile
baziklestirilerek ve ortamin sicakligina baghh olarak pH=8-9 arasinda misel
olusumu gozlenmistir. Misel capina dinamik 1sin sacilimi (DLS) ve zeta sizer
kullanilarak bakilmistir. Meloksikam metanolde ¢oziilmiis ve misel ¢ozeltisine
yiklenmistir. Ancak metanol misel yapisimm  bozdugundan yiikleme
dimetilsiilfoksid ile yapilmustir. Ila¢ yiikledikten sonra diblok kopolimer misel
capinda artis oldugu gozlenmistir. Bu da meloksikamin misel tarafindan
hapsedildigini gostermektedir.

Meloksikam’ 1n miselden in vitro/ ex-vivo salim ¢alismalar1 diyaliz tiipti ve Franz

difiizyon hiicresi’ nde membran olarak bayan karin bolgesinden alinan deri
kullanilarak kullanilarak yapilmstir.

Anahtar Kelimeler: diblok, triblok kopolimer miselleri, meloksikam, topikal ilag
sistemleri, diyaliz tiipii, difiizyon
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THE INVESTIGATION of RELEASE MELOXICAM FROM WATER
SOLUBLE DIiBLOCK-TRiBLOCK COPOLYMER MiCELLES and
CROSS-LINKED SHELL MiCELLES

ABSTRACT

Nowadays, polymeric drug delivery systems are used extensively. Studies on the
diblock and triblock copolymer micelles and shell cross-linked which are a
candidate of this group carrier are being continued. Polymeric micelles are
important because of their use for drug release.

Micelles are usually composed of a hydrofobic core and hydrophilic corona. This
structure is an adventage for hydrofobic drugs, active ingredients.

At this study, meloxicam, a hyrofobic non-steroidal anti-inflamatuary drug, was
used. %0.5 solution of Poly{2-(dimethylamino)methyl methacrylate)}-Poly {2-
(diethylamino)ethyl methacrylate)} (DMA-DEA) diblock copolymer and Poly{2-
(diethylamino)methyl methacrylate) }-Poly{2-(diisopropylamino)ethyl
methacrylate }-Poly{2-(N-morpholino) ethyl methacrylate }(DMA-DPA-MEMA)
were used as a polymeric drug carrier system. The polymer was dissolued at pH
below 2 by adding acid solution. Forming micelles were occured when this
solution was getting basic by adding KOH at pH 8-9 and depending on
temperature of the medium. Radius of micelles was determined by using dynamic
light scatring (DLS) and zeta sizer. Meloxicam was dissolved in methanol and
loaded micelles solution. But methanol damaged to micelles structure so
dimethylsulfoxide (DMSO) was used for loading process. Diameter of diblock
copolymer’ s micelles were increased after loading meloxicam on micelles. This
situation shows that meloxicam was locked in micelles.

In vivo and ex vivo drug release studies of meloxicam have been done by using

Franz diffusion cell and dialysis tubing and the skin from the abdomen of femeale
patient.

Key Words: diblock-triblock copolymer micelles, , meloxicam, topical drug
delivery systems, dialysis tubing, diffusion.
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GIRIS ve AMAC

Polimerik ilag¢ tasiyici sistemler, ila¢ stabilitesini uzatmak, ilacin ¢oziiniirliigiinii
arttirmak ve farmasotik molekiillerin taginma ozelliklerini gelistirmek agisindan
onemli bir yere sahiptir (Agrawal ve ark., 2006). Miseller genel olarak hidrofobik
bir ¢ekirdek ve hidrofilik bir dis ¢eperden olusur. Bu cekirdek—ceper yapisi suda
coziinmeyen yapilarin ¢dziinmesi icin biiyiik 6nem tagimaktadir (Tang ve ark.,
2003). Polimerik miseller c¢apraz baglanarak hapsettigi hidrofobik ilaglarin
salimlarin1 ¢apraz baglama derecelerine gore uzatabilmektedirler. Ayrica zincir
uzunluklar1 ve oranlar1 dolayisiyla molekiil agirliklar1 degistirilerek ilag tutma
kapasiteleri degistirilebilmektedir. Zincir uzunluklar1 ve zincirler arasi baglar
polimerlerin coziiniirliigiine etki eder. Eger polimer biyolojik ortamla temas
ettiginde; sismiyor, ¢Oziinmiiyor veya erezyona ugramiyor ise ilag salimi da
miimkiin olmayacak demektir. Polimerlerin biyouyumlu olmalar1 istenir. Bu
nedenle, gerek piyasada mevcut polimerlerin seciminde gerekse yeni polimer
sentezinde yukarida saydigimiz 6zelliklere uygun hareket edilmesi gerekmektedir.
Bu ozelliklerin yani sira ¢alisma sicakligi da onemlidir. Ciinkii polimerin sert bir
yapidan yumusak hale gectigi sicaklikta (camsi gecis sicakligl) viskozite artar ve
polimer ana zincirindeki C-C baglar1 etrafinda serbestgce donebilen polimer
zincirleri hareketlidir. Dolayisiyla etkin madde difiizyonu kolay olur.

Model ila¢ olarak secilen meloksikam, non-steroidal antienflamatuvar ilaclarin
enolik grubunun {iiyesidir (Smith ve Baird, 2003). Romatoid artrit, osteoartrit ve
diger eklem hastaliklarinin tedavisinde oldukca etkilidir (Yuan ve ark., 2006).
NSAII’ larin oral alimindan sonra gozlenen en iyi bilinen yan etkileri , sistemik
yan etki olmaksizin inflamasyon bdlgesinde lokal absorbsiyon saglayan topikal
kremler, jel ve kopiik formiilasyonlar1 gibi alternatif farmasotik formlarin
gelistirilmesini  hizlandirmistir (Djordjevic ve ark., 2003). Meloksikam’ 1n
piyasada bilinen bir topikal formu yoktur. Diisiik molekiiler agirligi, lipitte
cOziinebilirligi ve doku tolerabilitesinin oldukca iyi olmasi meloksikam’ 1
transdermal ilag sistemleri icin avantajli hale getirmektedir. Bir caligmada
meloksikam’ 1n sodyum tuzu model ila¢ olarak secilmis ve jeli olusturulmustur.
Olusturulan meloksikam sodyum jelinin biyoyararlanimi in vivo ¢alisma sonucu
% 50.1 olarak bulunmustur (Chang ve ark., 2007). Bu nedenlerden dolay1
meloksikam model ila¢ olarak sec¢ilmistir.

Meloksikam’ 1n piyasada tablet ve suppozituvar formlar1 mevcuttur. Bilinen
mevcut topikal uygulanan bir formu yoktur. Ozellikle eklem romatizmalarinda
kullamilan topik farmasotik formlar NSAII® larin alimindan sonra goriilen
gastrointestinal yan etkileri ortadan kaldirdigi icin daha avantajli duruma
gecmiglerdir. Hidrofobik yapida olmasi farmasotik formiilasyon dizaynini
zorlagtirmaktadir (Chang ve ark., 2007). Bu sebeple hidrofobik ve hidrofilik
kisimlardan olusan diblok ve triblok kopolimerler miselleri meloksikam icin
uygun birer polimerik tastyict adayidir. Yapilan bu c¢alismada diblok ve triblok
kopolimerlerinin pH etkisi ile miselleri hazirlanmistir. Sentezlenen diblok- triblok
polimerlerin zincir uzunluklar1 ve bag yapilart degistirilerek (capraz baglh)
ozellikle viicut sicakliginda yiiksek viskoziteli miseller hazirlanarak, tatbik edilen
bolgede meloksikam’ 1n uzun siire kalmasi saglanarak biyoyararlanimin da
artacag diistiniilmektedir. Misellere meloksikam yiiklenmis ve misellerden salimi1
incelenmistir.



KAYNAK BILGISI
Polimerler ve Polimerik flac Tasiyic1 Sistemler
Polimerler

Polimerler , en basit tanimi ile ¢cok sayida aymi veya farkli atomlarin kimyasal
baglarla, az veya cok diizenli bir bicimde baglanarak olusturdugu uzun zincirli,
bagska bir ifade ile yiiksek molekiil agirlikli bilesiklerdir.

Polimerler genellikle cok sayida tekrarlanan “mer” veya “monomer” denilen basit
birimlerden olusur. Polimerler tek bir monomer biriminin tekrarlanmasiyla
olusuyorsa “homopolimer”, iki monomerin karistmindan olusuyorsa ‘“kopolimer”
olarak nitelendirilir (Peppas ve Peppas, 2002) .

Homo ve kopolimerler, dogrusal, dallanmis veya ¢apraz bagli olabilir (Sekil 1).

-A-A-A-A-A -A-A-A-A-A- -A-A-A-A-A-
I I I I
A A B B
I I
-A-A-A-A-A-
Dogrusal Dallanmis Capraz bagh

Sekil 1. Polimer Yapilar (Peppas ve Peppas, 2002)

Polimerlerin siniflandirilmasi

Polimerler 1siya kars1 gosterdikleri davranisa gore iki grup altinda incelenirler
(Peppas ve Peppas, 2002):

» Termoplastikler; 1s1 ve basing altinda yumusatilarak sekillendirilirler, dogrusal
veya dallanmis yapidadirlar.

» Termosetler; ¢apraz bagli polimerlerdir ve bir kere sekillendirildikten sonra
tekrar ¢ozerek veya eriterek sekillendirilemezler.

Polimerler sudaki ¢coziiniirliiklerine gore iki gruba ayrilirlar (Esenoglu, E., 2004):
Suda ¢oziiniir polimerler

Suda ¢oOziiniir polimerler hidrofilik gruplarinin 6zelliklerine gore dort gruba
ayrilabilir:

Non-iyonik suda ¢oziiniir polimerler
» Poli(vinil alkol)

» Poli(etilen oksit)

Anyonik suda ¢oziiniir polimerler

» Poli(akrilik asit)

» Poli(metakrilik asit)



Katyonik suda ¢oziiniir polimerler
» Poli{2-(dimetilamino)etil metakrilat}(DMA) :

DMA ve poli{2-(N-morfolino)etil metakrilat} (MEMA)’ 1 her ikisi de oda
sicakliginda hem nétral hem de asidik pH’da suda ¢6ziinebilen zayif polibazlardir.
DMA ve MEMA homopolimerlerinin ikisi de sicaklikla ters ¢oziiniirliik
gosterirler. Iki polimerin bulamklasma noktas: (cokelmenin olustugu sicaklik)
molekiil agirliklarina bagli olarak %1 lik sudaki cozeltileri i¢in 32 ile 53°C
arasindadir. Notral ve bazik ¢ozeltilerinde 32-53°C lerde ¢okme goriiliir. Cozelti
sogutuldugunda polimer yeniden c¢oOziiniir hale gelir. DMA- MEMA blok
kopolimerlerinin benzer davranislar gostermesi beklenir. Bununla beraber iki
blogun bulaniklagsma noktalar1 arasinda nispeten kiiciik farkliliklar vardir. Ayrica
MEMA homopolimerinin oda sicakliginda yiiksek pH’ daki ¢oziiniirligi, 20°C
de DMA homopolimerinden daha fazladir. MEMA, sudaki ¢ozeltisine elektrolit
(sodyum siilfat, potasyum karbonat gibi) eklenmesiyle kolayca ¢okebilmektedir
(Biitiin ve ark., 2001; Biitiin, 2003).

Poli{2-(dietilamino) etil metakrilat} (DEA) ve poli{2-(diizopropilamino) etil
metakrilat}(DPA) DMA’nin tam tersi olarak notral ve bazik pH’da sulu
ortamlarda ¢6ziinmeyen homopolimerlerdir. Bu durum tersiyer amin grubunda
azota bagh olan alkil substitiientlerinin hidrofobikliginin artmasi ile ilgilidir. Bu
homopolimerler tersiyer amin grubunun protonlanmasina bagli olarak asidik
(pH=3-4) ortamlarda ¢6ziinmektedir (Biitiin ve ark., 2001) (Sekil 2).
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Sekil 2. DEA, DMA, MEMA ve DPA Blok Kopolimerlerinin Molekiiler Yapisi

Suda ¢oziinmeyen polimerler

Hidrofob polimerler suda ¢coziinmez ve sismezler (Peppas ve Peppas, 2002).



Polimerlerin ozellikleri
Molekiil agirligi ve polidispersite

Bir polimer 6rneginin molekiil agirligi icin, farkli biiyiikliikte bircok molekiilden
olustugundan, ortalama bir degerden bahsedilir. Polimerin molekiil agirhigi,
ortalama agirhik (Mw) veya sayisal agirlik (Mn) olarak ifade edilir (Peppas ve
Peppas, 2002).

Polimerin sayisal molekiil agirligi, polimerin toplam agirliginin  polimer
molekiillerinin sayisina boliimiidiir. Donma noktas: diigmesi, kaynama noktasi
yiikselmesi, osmotik basing gibi kolligatif 6zelliklerin 6l¢iimleri molekiil sayisina
dayanir ve bundan dolay1 molekiiler agirligin sayisal ortalamasina baghdir (http-
1). Kolligatif 6zelliklerin dl¢iilmesine dayanan yontemlerle elde edilir (http-2).

Ortalama agirlik ise 151k sagilmasi, ultrasantrifiij, sedimentasyon gibi dagilimda
biiyiik molekiillerin tagidigr agirhigi yansitan yontemlerle elde edilen molekiil
agirligidir (http-2).

Mn degeri hi¢cbir zaman Mw degerinden biiyiik degildir. Ortalama agirligin, sayisal
ortalama molekiil agirligina oran1 polimer karisiminin polidispersitesidir. Bu oran
polimer biitiinii icindeki polimer molekiillerinin agirliklarinin dagilimi gosteren
bir indekstir (http-1).

PD= Mw/ Mn (Esitlik 1)

Burada PD; polidispersite indeksi, Mw; ortalama agirhk, Mn; sayisal ortalama molekiil
agirhgy’ dir.

Mw/Mn 1" e esit veya 1° den biiyiiktir. Mw=Mn oldugu zaman bu polimerin
monodispers oldugunu  gostermektedir. Indeks biiyiidiikce heterojenlik
artmaktadir (Sheu, W., 2001).

Coziiniirliik

Polimerin ¢6ziinmesi veya ilacin polimer matrikste ¢coziiniirliigiinii belirtmek igin
coziinlirlik ifadesi kullanilir. Kontrollii salim sistemlerini hazirlarken 6nemle
tizerinde durulmasit gereken husus, kullanilacak polimerlerin toksik olmayan
coziiciilerde ¢oziinebilmesidir (Peppas ve Peppas, 2002).

Bir polimerin ¢oziiniirliigiinii su durumlarda degismektedir:
- Zincir uzunlugu arttikca polimer ¢oziiniirligi azalir.
- Zincir baglar1 gevsek polimerlerde ¢oziinme kolaydir.

- Zincirler arasi capraz baglar ve kovalan baglar oldugu durumda polimerler hi¢bir
coziiciide ¢oziinmez.

- Kristal bolgeleri fazla olan polimerlerde ¢6ziinme yoktur (Peppas ve Peppas,
2002).

Camsi geciys sicakligt
Sert ve camsi polimerin, yumusak ve kaugugumsu durumdaki haliyle dengede
oldugu sicakliga “camsi gecis sicakligt (Tg)” denilir, polimerin esnekligini

gosteren bir degerdir. Kaugugumsu halde vizkozite artar ve polimer ana
zincirindeki C-C baglart etrafinda serbestce donebilen polimer zincirleri



hareketlidir, dolayisiyla etkin maddenin difiizyonu kolay olur. Ilaglarin difiizyonu
polimerin yapisina ve Tg’sine bagl olarak degisir. Polimerlerin Tg degerleri
Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) ve Diferansiyel Termal Analiz (DTA)
yontemleri ile dl¢iiliir (Peppas ve Peppas, 2002).

Biyolojik ozellikleri

Genel olarak aranilan biyolojik 0zellikler, polimerin biyolojik ¢evreyle 1iyi
uyusmasi, dokuyla temas ettiginde iltahaba yol a¢mamasi, kanserojen veya
teratojen etki gostermemesi ve toksik olmamasidir. Asagidaki tabloda kullanilan
polimer materyalde veya ekstraktinda, FDA/ ISO tiiziigiine gore biyolojik uyum
ve giivenirlik i¢in uygulanan test tiirleri ve uygulama yontemi kisaca belirtilmistir
(Peppas ve Peppas, 2002) (Cizelge 1).

Cizelge 1. ISO 10993 ve FDA 1995 Tiiziigiine Gore Test Materyalinde Yapilmas1 Gerekli
Testler (Peppas ve Peppas, 2002)

Test Cinsi Yontem

Hiicreye toksik etki Fare fibroblast hiicre kiiltiirii

Alerjik cevap Intradermal enjeksiyon, yama
uygulamak

fntrakutan iritasyon Te§t . hayvanlarina intrakutan
enjeksiyon

Sistemik toksisite Sicanlara 1.V enjeksiyon

Pirojenite Tavsanlarda ates yiikselmesi

Genetik toksisiste Salmonella typhimurium ve
Esscherichia coli suslari, kromozom
degisimi

Dokuya implantasyon Makroskopik ve mikroskopik doku
cevabi

Gozde iritasyon Tavsan goziine uygulama

Polimer sentezi
Living polimerizasyon sistemleri

Living polimerizasyon, sonlanma reaksiyonu olmayan bir polimerizasyon tipidir.
Polimerlesme, monomerin tamami tiikeninceye kadar hatta ekstra monomer
ilavesiyle devam eder. Teknik, farkli monomerlerin sirali katilimi ile blok
kopolimer sentezine olanak vermektedir. Bu yontemle, tahmin edilebilir molekiil
agirhikli ve dar molekiill agirlik dagilimli polimerler elde edilir. Diisiik
polidispersite living polimerizasyonun karakteristik bir 6zelligidir. Ciinkii
monomer miktar1 kontrol altindadir, zincir uzunlugu spesifik bir uygulamada
kullanilmak tizere degistirilebilir. %100 bir verim saglanabilir. Living
polimerizasyon katyonik, anyonik, grup transfer polimerizasyonu (GTP) ve atom
transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) olarak farkli smiflara ayrilabilir
(Esenoglu, 2004; Krupers ve Moller, 1997; http-3.).



Grup transfer polimerizasyonu

GTP akrilik monomerlerin sentezinde kullanilan 20 yildan uzun zaman Once
DuPont’ da kesfedilmis yeni bir metoddur. Akrilat ve metakrilatlarin kontrollii
polimerizasyonuna olanak vermektedir (Webster, 2000; Krupers ve Mdller, 1997).

GTP son zamanlarda endiistride de kullanim alam1 bulan kontrollii bir
polimerizasyon yontemidir. Bu yontem polimerizasyonun daha hizli olmasi, yakin
molekiiler agirhik dagilimi gibi daha iyi polimer ozellikleri saglamaktadir.
Bununla birlikte, GTP’ nin protik safsizliklara duyarlidir ve kullanilan baslaticinin
fiyat1 oldukga yiiksektir (Gobelt, 2005; Webster, 2000).

Blok Kopolimerler

Blok kopolimerler, c¢esitli monomerlerin iki veya daha fazla sayida bloktan
olusturdugu dairesel ya da dogrusal yapili, yiiksek molekiil agirligina sahip,
makromolekiillerdir. En basitinden, AB diblok kopolimeri u¢ uca baglanmis iki
farkli homopolimerden meydana gelir. Bu kompleks genisletildiginde ABA ve
BAB ve (AB), dogrusal multibloklar1 elde edilirken iigiincii bir kompozisyonu
iceren polimer dizisi ABC kopolimeri bulunmustur. Son yillarda Armes,
Billingham ve ark. tersiyer amin metakrilik siralar1 iceren blok kopolimerler
gelistirmisler, misellesme calismalar1 icin onlart cekici hale getiren pH, sicaklik
ve elektrolit konsantrasyonuna bagli ¢oziiniirliik 6zelliklerine sahip polimerlerin
ilgin¢ kombinasyonlarin1 sunmuglardir (Hurter ve Hatton, 1992; Riess, 2003).

Blok Polimer Sentezi

DMA-DEA, DMA-MEMA ve DMA-DPA diblok kopolimerleri GTP kullanilarak
yiiksek verimle sentezlenirler. Polimerizasyona ilk olarak DMA katilir, bunu
ikinci monomer DEA, DPA veya MEMA izler. Biitiin reaksiyonlar neme duyarl
olduklar1 i¢in kuru azot altinda gerceklestirilir. Cam malzemeler ve transfer
igneleri bir gece onceden 140°C sicaklikta firinda bekletilir. Yiizeyde kalan nemi
elimine etmek i¢in firmndan alimir alinmaz yiiksek basing altina baglanir ve oda
sicakliginda sogutulur. Bazik alumina ve difosfor pentaoksit (P,Os) kurutucu
kolonlarindan gegirilir. Tiim monomerler hidrokinon metil eter inhibitoriinii
uzaklastirmak i¢in bazik aluminadan gecirilir (Biitiin ve ark., 2001).

Coziicli olarak tetrahidrofuran (THF), katalizor olarak tetra-n-biitil amonyum
bibenzoat (TBABB) ve baslatic1 olarak 1-metoksi-1-trimetilsiloksi-2 metil-1-
propan( MTS) kullanilmaktadir. Sirasiyla katalizor, THF ve MTS balona alinir.
Cozelti karistirilarak baslaticinin aktiflesmesi saglanir. Polimerizasyona ilk olarak
DMA Katilir, bunu ikinci monomer DEA izler. Ikinci polimer katilmadan ilk
polimerin katilimiyla yiikselen ortam sicakliginin oda sicakligina gelmesi
beklenir. Ortama metil alkol eklenerek polimerlesme sonlandirilir ve rotary
evaporator baglanir. Elde edilen polimer vakum altinda 50-60°C’ de iki giin
kurutulur (Biitiin ve ark., 2001; Esenoglu, E., 2004).

DMA-DEA diblok kopolimeri(VB 370)

DMA-DEA blok kopolimeri GTP yontemi kullanilarak sentezlenmistir (Esenoglu,
E., 2004). DMA-DEA dibloku, her iki kopolimer asidik ortamda hidrofilik-
hidrofilik, bazik ortamda hidrofilik-hidrofobik gibi davrandigindan pH’ya baglh
misellesme gosterir. Tiim DMA-DEA blok kopolimerlerinin misellesmesi



kopolimerlerin bilesimine ve sicakliga bagh olarak pH=7-9 arasinda gerceklesir.
Hidrofillk DMA blogu miselin kabugunu, hidrofobik DEA ise miselin
cekirdegini olusturur (Biitiin ve ark., 2001) (Sekil 3).

DEA DMA pH 8
—_—
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UNIMERLER MISEL

Sekil 3. DMA-DEA Diblok Kopolimerlerinin pH’ya Bagh Misellesmesi

DMA igerigi agirlikca %50’ den fazla ise DMA-DEA dibloku nispeten notral pH’
da direkt suda disperse olup blogun bilesimine gore 10-60 nm arasinda misel
olustururlar. DEA bakimindan zengin blok kopolimerler (>%55-60) bu sartlarda
suda ¢oziinmezler (Biitiin ve ark., 2001).

Tersiyer amin metakrilat diblok kopolimerleri molekiiler olarak nétral ve asidik
ortamlarda ¢oziiniir ve ¢ozeltinin pH’s1 kopolimerin kritik misellesme noktasinin
izerine ¢iktiginda misel formu bozulur (Biitiin ve ark., 2001) .

Polimerlerin Karakterizasyonu

Polimerlerin karakterizasyonu i¢in, jel ge¢irgenligi kromatografisi (GPC), niikleer
manyetik rezonans spektroskopisi (NMR), tiirbidimetri, hidrojen iyon titrasyonu,
dinamik 1s1n sag¢ilimi1 (DLS) ve ylizey gerilimi 6l¢gme yontemleri kullanilir (Biitiin
ve ark., 2001).

Capraz Bagh Miseller (SCK)

SCK, aktif maddelerin (ilaclar, pestisitler, kokular) salimini saglayan nano boyutta
potansiyel tasiyicilardir. Ik 6rnegi Wooley ve ark. tarafindan sentezlenmistir
(Weaver ve ark., 2004). Capraz bagli nanopartikiiller stabil, kovalent bagh
polimerik misel orjinli yapilardir. SCK’ larin hedeflendirilmis ilag salimi,
metabolitlerin izolasyonu, c¢evresel safsizliklarin hapsedilmesi ve benzer
enkapsiilasyon/salim yetenekleri tespit edilmistir (Becker ve ark., 2001; Liu ve
ark. 2002).

Yapilan bir ¢alismada poli(etilen glikol) (PEG) baz alinarak miseller olusturulmus
ve misellerin c¢ekirdegi capraz baglanmistir. Capraz bagli misellere ilag
yiiklendiginde capraz bagli misellere ila¢ yiikleme kapasitesinin ¢apraz bagh
olmayanlara gore ¢ok daha fazla (yaklasik % 80) oldugu goriilmiistiir. Capraz
baghh miseller degisik sicakliklarda farkli ¢oziiciilere konularak test edilmis,
capraz bagli olmayan misellerle karsilastirildiginda termodinamik stabilitelerini
yiiksek sicaklikta koruduklar1 goriilmiistiir (Tian ve ark., 2004).

Polimerik lac Tasiyic1 Sistemler

Polimerik ilag¢ tasiyici sistemler, ilac stabilitesini uzatmak, ilacin ¢oziiniirliigiini
arttirmak ve farmasotik molekiillerin taginma ozelliklerini gelistirmek agisindan
onemli bir yere sahiptir. Mikrokiireler, nanopartikiiller, ¢ozeltide disperse olmus
polimerik miseller veya polimer-ila¢ bilesimleri gibi ilag tasiyici sistemler,



hidrofobik ilaglar ve diger uzun siire kontrollii salinan bioaktif molekiilleri
enkapsiile etmek icin kullamilirlar. Bu ila¢ tasiyict sistemler icin Onemli bir
gereklilik biyolojik olarak uyumlu olmalaridir (Agrawal ve ark., 2006).

Polimerik miseller ila¢ salinimindaki kullanimlarindan dolayr 6nemli bir ¢calisma
konusudur. Miseller genel olarak hidrofobik bir ¢ekirdek ve hidrofilik bir dis
ceperden olusur. Bu cekirdek—ceper yapisi suda ¢oziinmeyen yapilarin ¢oziinmesi
icin biiyilk 6nem tagimaktadir. Hidrofobik cekirdek aktif bilesen i¢in uygun bir
mikroortam saglarken hidrofilik ceper de sulu ortamda hidrofobik kisim icin bir
sterik stabilizator gibi davranmaktadir (Tang ve ark., 2003).

Polimerik misellerin ilag tastyici sistem olarak bircok avantaji vardir (Yokoyama,
2005):

e (ok kiiciik capa sahip olmalari:

Bu neden ile retikiiloendotelyal sisteme takilmaz ve bobrek atilimindan korunarak
uzun siire kan dolagiminda kalabilirler. Ayrica farmasotik iiriiniin sterilizasyonu
icin kiigiik cap biiyiik avantaj saglamaktadir. Polimerik miseller kolayca 0.45 pm
veya 0.2 um por capl filtreler ile sterilize edilebilir.

e Yiiksek yapisal stabiliteleri,

e Suda ¢oziiniirligli arttirmast,

¢ Diisiik toksisite,

e Farkl fonksiyonlara sahip iki fazdan olugmalari:

Polimerik miseller icte ¢ekirdek ve dista ¢ceper olamak iizere iki fazdan olusurlar.
Her faz ila¢ saliminda farkli bir role sahiptir. Ceper miselin biyolojik yapilarla
temasim saglar. I¢ cepere ilag yiikliidiir ve salimdan sorumludur.

Blok Kopolimerler ile Yapilan Calismalar

Poli(laktik asit)- poli(etilen oksit)- poli(glikolik asit) (PLA-PEO-PGA) triblok
kopolimerlerinin %5’ lik misel c¢ozeltisi kullanilarak sulindak ve tetrakainin 4-6
saat olan salim siireleri 10-20 giine ¢ikarilmistir (Agrawal ve ark., 2006) .

Diger bir ¢alismada ABC triblok kopolimeri kullanilmistir. Hidrofobik bir ilag
olan diprimadol misellere yiiklenmistir. MPEG-DMA-DEA miselleri bir ilag
tasiyici sistem gibi davranarak giinlerce yavas salim yapmislardir (Tang ve ark.,
2003) .

Doksurubisin ile yapilan ¢calismada , etkin madde salimi i¢in pH’ya duyarli PEO,
poli(alil glisidil eter) (PEO-PAGE) diblok polimerik misel sistemi kullanilmistir.
Misellerin ilag¢ salimi1 pH 5 ve pH 7 tampon ¢ozeltileri kullanilarak arastirilmistir.
pH 5’ dekiila¢ salimmnin pH 7’ ye gore ¢ok daha hizli oldugu tespit edilmistir
(Hruby ve ark., 2005) .

Amfifilik triblok kopolimer poli{(laktik asit)-ko-[(glikolik asit)-alt-(I-glutamik
asit)] }(PLGG), PEG, PLGG ile suda c¢oziiniirliigli cok az olan antineoplastik ajan
paklitakselin bilesigi hazirlanmistir. Sonucglar kompleksten paklitakselin sitotoksik
etkisinde kayip olmaksizin salindigini gostermistir (Xie ve ark., 2007) .



Paklitaksel ile yapilan bir bagka calismada PLA-PEG-PLA (ABA) ve PEG-PLA-
PEG (BAB) triblok kopolimerleri kullanilmigtir. Her iki polimerden paklitaksel
salimina bakilmsg, paklitaksel’ in difiizyon kontrollii saliminin ABA’ dan daha az
oldugu goriilmiistiir. Bununla beraber her iki polimerden ila¢ salimi giinlerce
siirmektedir (He ve ark., 2006) .

Zhang ve arkadagslari, amfifilik diblok kopolimer metoksi poli(etilen glikol)
(mPEG) ve PLA’nin polimerik miselleri suda ¢oziiniirliigii az olan metotreksati
(Mtx) tasimak i¢in dizayn edilmistir. Sonug¢ olarak Mtx’in %50’den az miktar1 5
giin icinde salinmistir (Zhang ve ark., 2005) .

Non-Steroidal Antienflamatuvar flaclar

Narkotik analjezikler disinda kalan analjeziklere bu grup ilaglarin farmakolojik
etki profiline uygun diisen bir adla “non-steroidal antienflamatuvar ilaclar
(NSAII)” ya da kisaca “non-steroidal analjezikler” denir. Bu ila¢ grubu bagimlilik
yapmadiklarindan ve uyusukluk, biling kaybi1 olusturmadiklarindan agrili
hastaliklarin cogunda tercih edilirler. Ozellikle artrit, osteoartrit ve benzer
romatizmal hastaliklar gibi inflamasyona bagli uzun siire tedavi gerektiren
durumlarda yararlidirlar (Melli ve Kayaalp, 2005). Osteoartrit ve romatoid atritin
farmakoterapisinde ~NSAIl’lar ile agrmin  dindirilmesi, inflamasyonun
baskilanmasi ve hareketliligin devami amaclanmaktadir (Emery ve ark., 2002).
Buna karsin bu ilaclarin biiylik ¢ogunlugu grup etkisi olarak gastrointestinal
sistemde basit bir dispepsiden oliimle sonuglanabilen mide perforasyonuna kadar
degisik boyutlarda yan etkiler olusturabilmektedir (Melli ve Kayaalp, 2005) .
NSAII’ larin oral alimindan sonra gdzlenen en iyi bilinen yan etkileri , sistemik
yan etki olmaksizin inflamasyon bdlgesinde lokal absorbsiyon saglayan topikal
kremler, jel ve kopiik formiilasyonlar1 gibi alternatif farmasotik formlarin
gelistirilmesini hizlandirmistir (Djordjevic ve ark., 2003).

Bilinen NSAII (genellikle Siklooksijenaz-2 (COX-2) ve Siklooksijenaz-1 (COX-
1) inhibitorleri) prostaglandinlerin (PG) iiriinlerini inhibe ederek calisirlar. PG’ ler
inflamasyona neden olan ve immiin cevaplarin sonuglart olarak bilinen viicutta
yaygin olarak bulunan yag asitleridir (http-4). NSAII’ larin en belirgin 6zelligi
COX-2’nin hidrofilik kisminda yer alan arginin (Agr-513) ile reaksiyona giren
siilfon (-SO2) ya da siilfonamid kisminin bulunmasidir (Rao ve ark., 2005) (Sekil
4).

Leu503

Leu384 Tyr385

Ser530

Arg120
Val523

Arg513

Tyr355

Sekil 4. Cox-2 Enzimi (Rao ve ark., 2005)



COX arasidonik asidin iki oksijen molekiiliiniin katilimi ile prostaglandin
endoperoksitleri olan prostaglandin G2 (PGG2) ve prostalandin H2 (PGH2)’ ye
doniistimiinii katalizler. COX iki forma sahiptir; COX-1 ve COX-2. Bu iki form
farkli fizyolojik ve patolojik islevlere sahiptir. COX-1, doku ve hiicrelerde siirekli
bulunan yapisal bir enzimdir, hiicrenin fizyolojisinin diizgiin calismasini
siirdiirmesinde, doku homeostazinin saglanmasinda 6nemli rol oynar. COX-1
mide mukozasinda, bobrekte, santral sinir sisteminde, damar endotelinde,
trombositlerde bulunur. COX-2 ise inflamasyon prosesini olusturan prostaglandin
tiriinlinii katalizleyen indiiklenebilir bir enzimdir. Tiimor promotorleri, sitokinler
(timor nekroz faktorii a,interlokin-1), biiylime hormonlart ve hipoksi tarafindan
indiiklenebilir. Indiiklenme doku hasar1 veya inflamasyon esnasinda meydana
gelebilir. Son zamanlarda, COX-2’nin timo6r olusumunun ve biiylimesinin
ilerlemesine etkisi oldugu goriilmiistiir. Klinik ve klinik oncesi ¢alismalarin her
ikiside selektif COX-2 inhibitorlerinin kolorektal kanserin Onlenmesinde ve
tedavisinde yararli oldugunu gostermektedir (Rowland ve ark., 2007; Chapple ve
ark., 2000; Chuang ve ark., 2007; Steinmeyer, 2000).

COX inhibitorleri iki izoform iizerindeki etki giicleri (ICs,degerlerinin oran1)' goz
Oniine alinarak dort gruba ayrilmistir :

1. COX-1’ e selektif: Kardiyovaskiiler profilakside kullanilan diisiik doz aspirin
disinda, klinikte kullanilan COX-1 e 0Ozgiil inhibitorler bulunmamaktadir
(Melli ve Kayaalp, 2005, Frolich, 1997) .

2. COX’ lara selektif olmayan: Selektif olmayan COX inhibitorleri ise iki
izoform arasinda belirgin bir secicilik gostermeyen inhibitorlerdir ve bugiin
tedavide kullanilan NSAIDs’larin cogu bu 6zelligi gostermektedir (Melli ve
Kayaalp, 2005; Rehman ve Sack, 1999; Frolich, 1997).

3. COX-2’ ya selektif olan inhibitorler: Yiiksek dozlarda COX-1 inhibisyonu
goriilebilir (Kayaalp, 2005; Rehman ve Sack, 1999; Frolich, 1997). Bu grupta
meloksikam, etodolak ve nimesulid bulunur (Melli ve Kayaalp, 2005).

4. COX-2 ’ye yiiksek selektivite gosteren inhibitorler: Klinikte kullanildiklar:
maksimum dozlarda bile COX-1" i inhibe etmedigi kabul edilen
inhibitorlerdir.

COX-2’ ye ozgiil ilaclar; selekoksib,valdeokoksib ve etorikoksib’dir (Melli ve
Kayaalp, 2005).

Meloksikam

Meloksikam soluk sar1 renkli bir tozdur. Pratikte suda ¢6ziinmez. Asetonda az,
%96’1ik etanolde ve metanolde ¢ok az ¢oziiniirken dimetil formamid de ¢oziiniir.
Metanoldeki %0.0015 a/h ¢ozeltisi 240 nm’den 450 nm’ye kadar olan aralikta 151k
absorblar. 354 nm’deki absorbansi yaklasik olarak 0.8’dir (BP, 2005) .

Kimyasal yapist 4-hidroksi-2-metil N-(5-metil-2-tiyazol)2H-1,2-benzotiazin-3-
karboksamid seklindedir (Rao ve ark., 2005) (Sekil 5) .

D COX-1 ve COX-2 enzimlerinin %>50’sini inhibe eden ila¢ konsantrasyonudur (Fenner, 1997)
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Sekil 5. Meloksikam’in Kimyasal Yapisi

Farmasotik dozaj formlarinda meloksikamin tayini icin %35’ i spektrofotometrik
ve %45’ 1 likit kromatografisi olmak iizere 30 civarinda metod tanimlanmistir
(Rao ve ark., 2005) .

Spektrofotometrik, florimetrik, elektrokimyasal metodlar ve yliksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) meloksikam icin tanimlanan tayin yontemleridir (Taha ve
ark., 2006). UV spektrofotometresinin meloksikamin tayini icin uygun oldugu
yapilan validasyon ¢alismasi ile kanmitlanmistir. Fakat meloksikam’ 1n plazmada
tayini i¢in genelde kullanilan yontem HPLC’ dir (Nemutlu ve Kir, 2004) .

Farmakokinetik

Oral alindiginda yavas absorbe edilir fakat yaklasik olarak 5-6 saat icinde kandaki
maksimum seviyesine ulasir ve eliminasyon yar1 Omrii 20 saattir. Plazma
proteinlerine yiiksek oranda (%99’dan daha fazla) baglanir. Genelde oksidasyon
yoluyla metabolize olur, yaklasik ayn1 miktarlarda idrar ve digki ile atilir. %3’ den
az bir miktar1 ise degismeden viicuttan atilmaktadir (Rao ve ark., 2005, Boulton-
Jones ve ark. 1997; Melli ve Kayaalp, 2005; Martindale, 1999).

Endikasyonlart

Meloksikam 1977 yilinda yeni tip NSAII olarak gelistirilmis ve secici COX-2
inhibitorii olarak katagorilendirilmistir. Ayni1 konsantrasyondaki meloksikam
COX-2 " yi %80 inhibe ederken (ICgp), COX-1 iizerinde %25 (IC,s) inhibisyona
neden olmaktadir (Naruse ve ark., 2007).

Meloksikam, romatoid artrit, osteoartrit ve diger eklem hastaliklarinin tedavisinde
oldukca etkilidir(Yuan ve ark., 2006 ; Taha ve ark. , 2006). Osteoartrit icin
onerilen giinliik doz giinde bir defa 7.5 mg’dir. Bu doz maksimum doz olan 15
mg’a c¢ikarilabilir (Smith ve Baird, 2003) . Romatoit artrit tedavisinde giinliik doz
tek seferde oral alinan 15 mg’ dir. Ankilozan spondilit tedavisinde doz giinde 15
mg’ dir (Martindale, 1999) .

Romatoid artrit (RA), basta el ve ayak eklemleri olmak iizere bir¢cok eklemi
simetrik olarak etkileyen, eklemlerde ileri derecede sekil bozukluguna ve hareket
kisitlanmasina yol acan kronik inflamatuvar bir hastaliktir (http-5).
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Osteoartrit (OA), halk arasinda bilinen ismiyle kireclenme, eklemlerde kikirdak
dokunun yapisinda bozulma, kikirdakta incelme, asinma ve tahribatin ortaya
ciktifi en sik goriilen eklem hastaligidir. Hastaligin ilerlemesi ile birlikte
eklemlerde yiik tasinmasini saglayan kikirdagin tamamen ortadan kalktigi ve
kemik yiizeylerin birbiri ile temas etmeye basladig1 goriiliir. Ilerleyen kikirdak
harabiyeti ile birlikte eklemde agr1 ortaya cikar (http-6).

Ankilozan spondilit (AS), oncelikle omurgay: tutan, agrili, sekil bozuklugu ve
aktivite kisitlanmasi ile sakatlifa neden olan iltihapli romatizmal bir hastaliktir.
Yunanca “spondylos” omurga demektir. Spondilit, omurgayr etkileyen
iltihaplanma anlamina gelir. Eklem ve yumusak dokularin her ikisinde birden
goriiliir. Ankiloz ise iltihaplanma sonucu eklem ve cevresindeki yumusak
dokularin sertlesip ileri evrede kemiklesmesi demektir. AS, asil olarak omurgay1
etkilemesine ragmen, kalca eklemi daha siklikla olmak iizere, diz, el, ayak ve
omuz eklemlerini tutabilir. Eklem ¢evresindeki yumusak dokular1 da etkiler, bu
durum eklem hareketlerinin daha fazla kisitlanmasina neden olur. AS, goz, kalp
gibi baz1 organlari da tutabilir (http-7).

Yapilan bir calismada meloksikam’ 1n iki tiir kolon kanser hiicresi olan COX-2
pozitif kolorektal kanser hiicreleri; HCA-7 ve Moser-S ve negatif kolorektal
kanser hiicresi; HCT-116 iizerine etkisi arastirilmistir. Sonug¢ olarak HCA-7 ve
Moser-S kolon biiyiikliiklerinde meloksikam tedavisi siiresince dikkat ¢ekici bir
azalma goriilmiistiir (Goldman ve ark. , 1998).

MG-63 osteokarsinom hiicrelerine kullanilan sitotoksik ilaclar ve meloksikamin
sinerjik etkisi arastirllmistir. Calismada osteokarsinom hiicresi MG-63 igin
kullanilan sisplatin, doksurubisin ve 4-hidroperoksi ifosfamid ile meloksikam
arasindaki sinerjik etki arastirilmistir. Sonuglar meloksikam kombinasyonunun
hastalarda klinik olarak uygulanabilecegini gostermistir (Naruse ve ark. , 2007).

Meloksikam’ in yan etkileri

Meloksikam diger NSAil’lar ile karsilastirildiginda daha iyi gastrointestinal
tolerans gostermektedir (Yuan ve ark., 2006,34). Yapilan bir c¢alismada
meloksikam ve piroksikamin gastrik mukozaya olan etkileri direkt olarak
ozofago-gastro-duodenoskopi ile calisilmistir. Iki korlii, plasebo kontrollii bu
calismada melokikam’ 1n 7.5 ve 15 mg’lik dozlar1 plasebo ve 20 mg piroksikam
ile giinlik olarak uygulanmistir. 4 haftalik siire sonunda piroksikam alan
hastalarin endoskopik skorunun meloksikam 7.5 mg ve plasebo alanlara gore
oldukca yiiksek oldugu goriilmiistiir. 15 mg alan 13 hasta icinde ise sadece bir
hastada gastrik iilsere rastlanmistir. Bagka bir ¢caligmada ise meloksikam 100 mg
diklofenak ile karsilastirilmig, diklofenak’ 1n meloksikam’a gore cok daha fazla
karin agrisi, bulanti, kusma ve diyareye neden oldugu tespit edilmistir (Furst,
1997).

Meloksikam iceren ticari preparatlar

Exen tablet 7.5 mg, Exen Fort tablet 15 mg (Sanovel), Nobel llac tarafindan
iretilen Melox 7.5 mg ve Melox Fort 15 mg tablet, Bilim Ila¢ firmasinin iirettigi
Zeloxim 7.5 mg ve Zeloxim Fort 15 mg tablet, Mobic 7.5 mg tablet ve Mobic Fort
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15 mg tablet (Boehringer Ingelheim), Biofarma’ nin iirettigi Loxicam 7.5 ve 15
mg tablet piyasada bulunan meloksikam iceren ticari preparatlardir (http-8).

Topikal ilac Sistemleri

Topikal uygulama alternatif bir ila¢ uygulama yoludur. Topikal iiriinler derinin bir
veya birden fazla katmaninda lokalize etki saglamak amaciyla tasarlanmistir
(Ornegin; giinesten koruyucular, lokal anesteziler, keratolitik ajanlar, antiseptik ve
antienflamatuar ajanlar) (http-9). Topikal uygulama ya dermatolojik veya lokal
durumlarin tedavisinde ilaglarin deriye gecmesi (dermal yol) ya da sistemik
durumlarin ve hastaliklarin tedavisi i¢in derinin icinden gecerek kan akimina
karigmasi (transdermal yol) ile etki gosterir (http-10). Transdermal ilag¢ sistemleri
icin birincil hedef organ deri degildir (http-9). Oral alimla goriilen gastrointestinal
irritasyon, ilk gecis etkisi ve metabolik bozunmanin 6nlenmesi bu sistemlerin
popiileritesini arttirmistir (Kikwai ve ark., 2005). Topikal uygulanan ilaglar
derinin fizyolojik durumuna gore dagilirken klinisyenler hastalikli alanda ilaci
tutabilmek i¢in minimal absorbsiyon istemektedirler (Huang ve ark., 2005).
Topikal ila¢ uygulamasinin birka¢ avantaji (http-10):

- llacin karacigerde ugradigi ilk gecis etkisi ve gastrointestinal sistemde
ugradig etkilerden korunmasi,

- Sistemik dolasima gecmeden uygun konsantrasyonda tedavi bolgesinde
kalarak lokal salim1 saglamast,

- Oral dozaj formlarm1 yutmakta zorluk ceken veya injeksiyonun komforunu
bozdugu hastalarda ila¢ alimin1 kolaylastirmasi olarak sayilabilir.

Derinin yapisi

Deri viicudu dis etkenlerden koruma, homeostazi siirdiirme fonksiyonlari olan
viicudun en genis organidir. Derinin toplam yiizeyi yaklasik 1.8-2 m” ve agirlig1 9
kg’ dir. Secici bir penetrasyon bariyeridir. Kimyasallara, mikroplara, alerjenlere,
mantar ve radyasyona karsi bariyer gorevi goriir. Deri ii¢ boliimden olusur;
epidermis, dermis ve hipodermis. Derinin en iist katmani olan epidermis, siirekli
yenilenen, katmanli, keratinlesen, tirnak, ter bezleri, kil folikiilleri ve yag bezleri
gibi eklentilerin olugmasina sebep olan skuamoz epitel bir yapidir. Epidermis iki
tip hiicre iiretir; birinci tip hiicreler desmozomlarin bir arada tuttugu ve keratin
yapimindan sorumlu keratinositlerdir (%90). ikinci tip hiireler ise dendrit
hiicreleri, melanositler, Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleridir. Morfolojik
gorilintii ve hiicre fonksiyonlarina goére 5 ayn tabaka igerir (Degim, T., 2007;
Huang ve ark., 2005; Venter ve ark., 2001; htpp-11; http-18) (Sekil 6):

-Stratum bazale
-Stratum spinosum
-Stratum granulosum
-Stratum lucidum
-Stratum corneum

Epidermis, kalinligr 10-12 pm arasinda degisen (Huang ve ark., 2005;http-9),
bircok bilesigin viicuda ge¢isinde ¢ok onemli rol oynayan en dis tabakayi, stratum
corneum’ u olusturur.
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Sekil 6. insan Derisinin Kesiti (Williams, 2003)

Stratum corneum 15-20 kat, oli, cekirdeksiz, dokiilme 6zelligi olan tamamen
keratenize epitelyum korneositlerinden meydana gelir. Bu tabaka % 40 lipit, %40
protein ve %20 sudan olusur. Proteinin %80’ i fibroz (lifsi) protein olan
keratindir. Stratum corneum ilaglarin gecirgenligi ve penatrasyonu icin ana
bariyeri olusturmaktadir (Degim, T., 2007; Huang ve ark., 2005; Afouna ve ark.,
2003; Barry, 2001; http-9).

Deriden ilac Absorbsiyonu

Hidrofilik veya yiiklii molekiillerin deriden gecisi stratum corneum’un yag
acisindan zengin dogas1 ve diisiik su icerigi nedeniyle zor olarak nitelenebilir.
Lipofilik ila¢ molekiillerinin gecisi bu molekiillerin stratum corneum’ un
hiicrelerinin ¢evresini saran intraseliiler lipitler icindeki ¢oziiniirliikklerinden dolay1
kolaylasir. Hidrofilik molekiillerin deriden absorbsiyonu porlardan veya kil
folikiillerinin, yag ve ter bezlerinin agikliklarindan gerceklesebilmektedir. Fakat
bu acikliklarin tiim deri yiizeyine oram yaklasik olarak %1’dir (Huang ve ark.,
2005; Liu ve ark., 2005; Benson, 2005; http-9; http-11; htpp-18).

Difiize olan molekiiliin stratum corneum ile temas ettikten sonra alt dokulara
gecebilmesi icin iki yol vardir; transappendageal (porlardan ve bosluklardan) yol
ve transepidermal yol. Transappendageal yol stratum corneum’ dan
penetrasyonun atlatilarak kil folikiillerinden, ter bezlerinden ve yag bezlerinden
olmasindan dolayr “yan yol (shunt)” olarak da bilinir. Bu yol iyonlar ve biiyiik
polar molekiiller icin nemli bir gecis yolu olabilir. ikinci bir yol transepidermal
yol iki alt boliime ayrilir; interselliller ve transselliiler yol. Polar ve hidrofilik
bilesikler transseliiler yolla gecerken, lipofilik maddeler interseliiler yolla gecer
(Huang ve ark.,2005; Afouna ve ark., 2003; Barry, 2001; Benson, 2005; http-11;
http-12).
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Deriden ila¢ absorbsiyonu pasif difiizyonla gerceklesir (Huang ve ark., 2005;
http-6; Minghetti ve ark.,2007; Degim, T, 2007). Stratum corneum’ dan ilacin
gecis hiz1 Fick’ in difiizyon yasasi ile aciklanabilir.

dM = DACK  (Esitlik2)
dt h

Burada, dM/dT; stratum corneum’ dan maddenin salm hizi, D; difiizyon
katsayisi, AC; stratum corneum’ dan gecen ilacin konsantrasyonu, K;
membran ve formiilasyon ortamm arasindaki partisyon katsayisi ve h;
Stratum corneum’ un kalinhgidir (http-9).

Bir bilesigin insanlardaki perkiitan absobsiyonunu tespit etmenin ideal yolu
insanlar {izerinde gercek calismalar yapmaktir. Fakat bircok bilesigin toksik etkisi
fazla oldugundan insanlar iizerinde in vivo test yapmak i¢in uygun degildir. Bunun
yaninda, bu sistemlerin in vivo olarak insanlarda denenmesi maddi yonden, zaman
yoniinden ve etnik kisitlamalardan dolay1 olduk¢a zordur. Onun icin caligmalar
kesip alinan deri (insan kadavrasindan, hayvanlardan) ile in vitro olarak
yiriitilmektedir. Hayvan derileri kalinliklarindaki, stratum corneum’ un
yapisindaki farkliliklarindan dolay1 insan derisinden oldukga farklidir. Bu nedenle
in vitro ¢alismalar genellikle statik veya siirekli akis hiicresi seklindeki difiizyon
hiicre sistemleri kullamlarak yiiriitiiliir. /n vitro gegirgenlik calismasi icin en ¢ok
kullanilan statik dizayn Franz difiizyon hiicresidir (Ansari ve ark., 2006; Bosman
ve ark., 1998 ).

Franz difiizyon hiicresi

Dikey difiizyon hiicresi ilk olarak Dr. Thomas Franz tarafindan topikal ve
transdermal ila¢ formiilasyonlarin1 iceren formiilasyonlarin (oftalmikler,
kozmetikler, deri koruyucu preperatlar ve pestisitler) deri gecirgenligi
caligmasinda kullanmilmak {izere tasarlanmistir. Dikey difiizyon hiicre sistemi
topikal preparatlarin kalite kontrolleri i¢in ideal bir aragtir (http-13) (Sekil 7 ve 8).

Franz difiizyon hiicresi donor faz ile rezervuar ¢ozeltinin arasina membran
tutturulan iki kompartman icerir (Kierstan ve ark., 2001; Morales ve ark., 2004).
Hiicre seffaf camdan yapilmistir ve hiicrenin donor kismi reseptdr kismina bir
kiskag¢ ile tutturulur (htpp-14 ve http-15). Membran yerinde tutmak icin ‘O’
halkas1 kullanilir. Gegirgenlik deneylerinde sicaklik kontrolii onemli bir faktordiir.
Birgok difiizyon hiicresinde sicakligi kontrol etmek amaciyla su ceketleri
kullanilir (http-16).
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Sekil 7. Franz Difiizyon Hiicresi (Williams, 2003)
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Sekil 8. Ceketli Franz Difiizyon Hiicresi (Williams, 2003)
Perkiitan Emilimi Etkileyen Faktorler

Perkiitan absorbsiyonu ve topikal uygulamadan sonra topikal biyoyararlanimi
etkileyen faktorler (http-18):

- Bilesigin fizikokimyasal 6zellikleri
- Tastyic sistemin fizikokimyasal ozellikleri
- Uygulama sartlar

- Derinin durumu’ dur.
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GERECLER

Kullanilan Maddeler
Meloksikam : Pharmaloam B.V, Amsterdam(Seri No:AH-5-21846)
DMSO : Merck, Almanya

HCl1(%37.5) :Reidel-de Haen, Almanya
KOH(%385) :Reidel-de Haen, Almanya

NaOH : Reidel-de Haen, Almanya
Metanol : Merck, Almanya
KH,PO,4 : Merck , Almanya

DEA-DMA diblok kopolimeri(VB 370) ve DMA-DPA-MEMA triblok
kopolimeri (VB 394) @

Kullanilan Cihazlar

UV spektrofotometre : UV-160A, Shimadzu, Japonya

pH metre : WTW Series-Inolab-pH72, Almanya

DSC : DSC-60, Shimadzu, Japonya

DLS : ALV/CGS-3 (Malvern) Ganiometre Sistemi, Ingiltere

Dijital terazi : Ohaus, Isvicre

Diyaliz tiipii : Sigma D-0405 (12.000 Dalton Cut off, Lot-91H0713),
Almanya

IR spektrumu : PerkinElmer FT-R Spectrum 2000, Amerika

Manyetik karistirici  : Heildolph MR 3001 K, Almanya

Ultrasonik banyo : Sonorex, Almanya

(Z)Eskise_hir Osmangazi Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Ana Bilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr.
Vural BUTUN’ den temin edilmistir.
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YONTEMLER
Polimer Sentezi

DMA-DEA (% oranlart: 42:58) diblok kopolimeri ve DPA-DMA-MEMA (%
oranlari: 27:41:32) triblok kopolimeri kaynak bilgisinde (Sayfa 6)° da
bahsedildigi sekilde GTP ile sentezlenmistir.

Polimer Cozeltisinin Hazirlanmasi
Diblok polimer ¢ozeltisinin hazirlanmast

20°C’nin lizerindeki sicakliklarda polimerler ¢okme gosterebilmektedirler. Bu
nedenle ¢ozeltiyi hazirlamakta kullanilan distile su buzdolabinda sogutulmustur.
Polimer cozeltisi %1°lik ¢ozeltiden seyreltilerek %0.5- 0.3- 0.05 olmak iizere 4
farkli konsantrasyonda hazirlamistir. Coziinmenin tam olabilmesi icin iizerine 2 M
hidroklorik asit (HCI) ¢ozeltisinden polimer ¢ozeltisinin pH’s1 yaklasik 2 olacak
sekilde birka¢ damla damlatilmistir.

Triblok polimer c¢izeltisinin hazirlanmast

VB 394 triblok kopolimerinin %1 konsantrasyonundaki ¢ozeltisi hazirlanmastir.
Hazirlama esnasinda sicakligin oda sicakliginin iizerine ¢ikmamasina dikkat
edilmis c¢oOzelti araliklarla buzdolabinda sogutulmustur. Diblok kopolimer
cozeltisinde oldugu gibi pH degerinin yaklasik 2 olup polimerin tam
coziinebilmesi i¢in 2 M HCL cozeltisinden birka¢ damla eklenmistir.

Misellerin Olusturulmasi

DMA-DEA blok kopolimerlerinin misellesmesi kopolimerlerin bilesimine ve
sicakliga bagh olarak pH=7-9 arasinda gerceklesir (Biitiin ve ark., 2001). Ortam
sicakligr arttikca daha diisiik pH’da, sicaklik diistiigiinde ise yiiksek pH(8-9)’ da
miseller olusturulmustur.

Polimer c¢oziindiikten sonra 2M potasyum hidroksit (KOH) ile c¢ozelti
baziklestirilmistir. Asit ve baz ekleme islemleri manyetik karistiricida, 700 ve
1200 rpm hizlarinda yapilmistir. Hiz 1200 rpm’e baz ¢ozeltisi eklenirken, ¢cokme
meydana gelmemesi icin ¢ikartilmistir. Polimerin misel verdigi pH degerine
yaklasilinca seyreltik KOH damlatilmistir. Calisma boyunca sicaklik artisini
onlemek amaciyla ¢ozelti aralikli olarak buzdolabinda sogutulmustur. Miselin
olustugunu gosteren hafif mavimsi renk gozlenince ¢ozeltiye KOH ilavesine son
verilmistir.

DPA-DMA-MEMA triblok kopolimer misellerinin hazirlanirken yukarida
bahsedilen diblok kopolimer misellerini hazirlama yontemi izlenmistir. VB 394
polimerik miselleri yaklasik 27°C’de pH=7.9’ da olusturulmustur.

Misellerin Karakterizasyonu

Dinamik Isin Sa¢ilimi (DLS) cihazinda veya zetasizer ile ol¢liimii yapilarak misel
olusumu dogrulanmis, misellerin polidispersitesi ve capi belirlenmistir. Olgiimler
alinmadan 6nce misel ¢ozeltisi 0.45 pm c¢aph filtre ile filtrelenmis ve DLS’ de
Olctim alinacagi zaman ¢ozelti icerisindeki hava kabarciklarini uzaklastirmak igin
filtrat ultrasonik banyoda 15 saniye kadar bekletilmistir.
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Misel Cozeltisine Tlac Yiiklenmesi

Misel c¢ozeltisine ilag yiikkleme islemi icin 1ki ayn yiikleme metodu
kullanilabilmektedir:

e Polimer ¢ozeltisine asit ilave edilmeden asitte ¢Oziinebilen etkin madde
ilave edilerek ikisi beraber ¢oziindiiriiliip baz ilavesi ile maddeyi misel
olusumunun icine hapsetmek (Sekil 9),

e Polimerik misel ¢ozeltisini olusturduktan sonra etkin maddeyi cozelti
halinde misel ¢ozeltisi igerisine ilave etmek

Bu yontemlerden ilki meloksikam asit ortamda ¢oziinmedigi igin tercih
edilmemistir. Meloksikamin metanol ve dimetilsiilfoksit (DMSO) icerisindeki
cozeltisi kullanilmistir.

Polimer zincirl

B o Misel

Hicdr ofilik kisim Hidrofobik Kisim

f '
e S
f_"\___!___,_«’_‘-.:.p
/

Hidrofohik etkin madide

-.'J'-—‘-_-"_'- N

>

Sekil 9. Etkin Maddenin Misele Hapsedilmesi (http-19)
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Ilac yiiklemek igin %0.5 konsantrasyonundaki misel c¢ozeltisi kullanilmistir.
Meloksikam’in metanol icinde c¢ozeltisi hazirlanmistir. Cozeltinin absorbans
degerlerine UV spektrofotometresi kullanilarak bakilmistir. Cozeltinin absorbans
degeri ikinin iizerinde oldugu yani ¢ozelti cok derisik oldugu i¢in seyreltmeler
yapilarak en uygun konsantrasyon elde edilmistir.

[k formiilasyonda 1 mg meloksikam 5 mL metanol igerisinde ¢oziilmiistiir. Bu
cozeltiden 0.43 mL alinarak metanol ile 10 mL’ ye tamamlanmak sureti ile elde
edilen yeni cozelti yiikkleme icin kullanilmistir. 3 mL misel cozeltisine her
defasinda 100 pL ilag c¢ozeltisi ilave edilerek 365 nm’ de UV
spektrofotometresinde absorbans degisimi gozlenmistir. 4700 pL ilag ¢ozeltisi
ilavesinden sonra olan eklemelerde absorbans degerinin sabit kaldigi tespit
edilmistir.

Ikinci formiilasyonda 15 mg meloksikam 10 mL metanol de c¢oziindiiriilmiis,
igerisine tam c¢oziinmeyi saglamak i¢in 0.5 mL 0.1 M sodyum hidroksit (NaOH)
eklenmistir. Cozeltiden 1 mL alinarak 20 ml ye tamamlanmistir. 1:20 seyrelmis
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cozeltiden 1:3 oraninda bir seyreltme daha yapilarak bu ¢ozelti misel ¢ozeltisine
yiilkleme yapmak icin kullanmilmistir. 3 mL misel ¢ozeltisine absorbans sabit
kalincaya kadar her seferinde 100’er pL ila¢ ¢ozeltisi eklenerek UV de 365 nm
dalga boyunda Ol¢iimleri yapilmistir. Absorbansin 12 mL ilag ¢ozeltisinden sonra
sabitlendigi tespit edilmistir.

Uciincii bir formiilasyon iyi bir ¢oziicii olan DMSO ile hazirlanmigstir. 50 mg
meloksikam iizerine mikropipet ile 100’ er pl’ lik hacimler halinde DMSO
eklenmis ve 700 uL. DMSO’nun tiim meloksikami ¢ozdiigii goriilmiistiir. Bu
sonugtan hareketle 15 mg meloksikam 300 pL. DMSO’ da ¢oziiliip 3 mL VB 370
%0,5 misel ¢ozeltisine ve VB 394 %1 misel ¢ozeltisine eklenmistir. VB 394 misel
cozeltisinde ¢okme goriilmiistiir. Bunun iizerine ayn1 misel c¢ozeltisi iizerine 15
mg meloksikam 600 pL. DMSO icerisinde c¢oziilerek eklenmis ve c¢okme
gozlenmemistir. Her iki formiilasyonun DLS ol¢iimleri alinmustir.

Polidispersite indisi (PD)’nde yiikselme gozlenen VB 370 misel ¢ozeltisine 7.5
mg meloksikam 300 ul. DMSO’ da coziilerek eklenmis ve DLS’ de oOl¢iimii
yapilmistir.

Misellerin Liyofilizasyonu

Elde edilen bos ve ila¢ yiiklii misel ¢ozeltileri stabilitelerini saglamak ve ¢oziinme
hiz1 ¢alismasinda kullanilabilmesi i¢in liyofilize toz haline getirilmistir. Cozeltiler
liyofilizatore konulmadan Once icerisinden azot gazi gecirilmistir. Azot gazi ile
donmay1 engelleyen metanol uzaklastirllmistir. Cozeltiler buzlukta bekletilerek
dondurulmus ve liyofilizatore konulmustur.

Termal Analiz Calismalan

DSC ile meloksikam, DMA-DEA diblok kopolimer misellerinin ve meloksikam
yiiklii misellerin erime dereceleri tespit edilmistir. Termogramlar yardimi ile
maddelerin birbiri ile etkilesip etkilesmedigi, formiilasyonda bozunma olup
olmadig anlagilabilmektedir.

Analiz i¢in aliiminyum tartim kaplarina meloksikam, liyofilize edilmis misel ve
yine liyofilize haldeki meloksikam-misel kompleksinden sirasi ile 2.4 mg, 2.6 mg
ve 2 mg tartilmistir. Sicaklik 30°C’den bagslatilarak 350°C” ye kadar ¢ikarilmistir.
Daha sonra ise sogutma isleminde sicaklik 50°C’ ye kadar diisiiriilmiistiir.
Standart olarak aliiminyum disk kullanilmistir. Ortamdan gecen azot miktarinin
50 mL/ dk olmasina dikkat edilmistir.

Meloksikam’ in Infrared analizi

Analiz icin meloksikam potasyum bromid icinde disperse edilmis ve IR
spektrumu alinmistir. Ornegin IR spektrumu, calisilan standart meloksikam
referansiyla veya meloksikam’ 1n referans spektrumu ile aym olmalidir (BP,
2005).

Potasyum dihidrojen fosfat tamponunun hazirlanist

BP 2005’ de meloksikam i¢in belirtilen tampon cozelti (pH=7.5 KH,POy ) i¢in
13.61 g KH,PO4 800 mL distile suda ¢oziiliip 0.5 M 100 mL NaOH ilavesi ile
pH=7.5"a ayarlanmistir. Son olarak c¢ozelti distile su ile 1000 mL’ye
tamamlanmistir.
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Validasyon Calismalar:
Meloksikam’in UV spektrofotometresi ile miktar tayini

Validasyon, spesifik bir test i¢in kullanilan analitik yontemin kullanim amacina
uygun olup olmadigini saptamak icin izlenen islemlerdir (http-17).

Validasyon c¢alismasi icin BP 2005° de belirtilen oranlardan yola c¢ikarak 10 mg
meloksikam 1.6 mL metanole eklenmis ve {izerine 8 damla 0.1 M NaOH
damlatilmistir. pH=7.5 potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,4) tampon ¢6zeltisi ile
hacmi 50 mL ‘ye tamamlanmistir.

Dogrusallik

Dogrusallik calismasi icin meloksikam stok cozeltisinden sirasiyla; 2, 6, 10, 14,
18 pg.mL’ konsantrasyonlarinda cozeltiler hazirlandi. Herbir cdzeltinin her
seferinde 8 tekrar (n=8) olmak {iizere absorbanslarina 350-360-365 nm dalga
boylarinda UV’de bakilarak degerler kaydedilmistir.

Dogruluk

Dogruluk calismasi icin diisiik-orta ve yiiksek degerler ile calisilmistir. Diisiik
deger olarak 2 pg. mL, orta deger 10 pg. mL"! ve yiikksek deger olarak 18 pg.
mL" alinmistir. Her deney 8 defa tekrarlanmistir.

Kesinlik

Giin ici tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik, giinler aras1 tekrarlanabilirlik
olarak olciilmiistiir. 2-10-18ug. mL™ konsantrasyonlart ile ¢alistlmistir. Giin ici
tekrarlanabilirlik i¢cin her Olciim 6 kere tekrar edilmistir. Giinler arasi
tekrarlanabilirlik icin 6lctimler birer giin ara ile alinmis, her seferinde taze ¢ozelti
hazirlanmis ve her deney 6 defa tekrarlanmistir.

Secicilik
Analitik yontemin sadece amaclanan bileseni veya bilesenleri tayin edebilme

yetenegi olan bu parametre icin bos miselin, meloksikamin ve misel-meloksikam
kompleksinin absorbsiyon verdigi imaks degerlerine bakilmistir.

Duyarlilik

Duyarlilik yontemin diisiik konsantrasyonlar1 saptayabilme yetenegidir. Saptama
sinir1 (LOD) ve miktar tayini sinir1 (LOQ) ile belirlenmistir.

LOD=3.30/ s

LOQ=100/s
formiilleri ile belirlenir (Esitlik 3)
Burada, o; cevabin standart sapmasi, s; kalibrasyon egrisinin egimidir.
In-vitro ila¢ Salim Calismalar

Olusan polimerik misellerin ila¢ salim 6zelliklerini belirlemek amaciyla Franz cell
difiizyon hiicreleri ve diyaliz yontemi (dialysis tubing) kullanilmistir. Yapilan
caligmada su ceketi iceren ve ceket icermeyen olmak iizere iki tip difiizyon
hiicresi kullanilmistir. Kullanilan hiicrelerin difiizyon alanlart 1.53 cmz, rezervuar
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hacmi 8.5 ve 6 mL’ dir. Difiizyon yontemi i¢in Sigma D-0405 diyaliz tiipii ile
calisilmistir.

Kullanilan donor ve reseptor fazlar

Salim calismasi i¢in reseptor faz olarak KH,PO, pH=7.5 tampon cozeltisi
kullanilmistir. Meloksikamin membranlardan gecisinin tespitinde donor faz olarak
30 mg meloksikam 30 mL metanolde ¢oziilmiis ¢6ziinmenin tam olmasi i¢in
tizerine 16 damla 0.5 M NaOH c¢ozeltisi eklenmistir. Kullanilan diger donor fazlar
meloksikam yiiklii diblok ve triblok misel ¢ozeltileridir.

Kullanilan membranlar

Yapay membranlar ve deri ile calisilmistir. Membran olarak 12.000 dalton
molekiil agirligina kadar olan molekiillerin gecmesine elverigli Sigma D-0405
kullanilmistir. Yapay membran olarak ayrica CoTran 9702, CoTran 9715, CoTran
9716, CoTran 9720; Celgard 2400, Celgard 3400; Scotchpack 9732 ile
Scotchpack 9735 denenmistir. Fakat olumlu sonug¢ alinamamistir.

Membranlarin hazirlanmast

Membranlarin deneyden en az 24 saat once donor fazda bekletilerek doymalari
saglanmistir. Yapilan ex-vivo calismada kullanilan deri estetik ameliyat igin
cerrahi operasyon geciren bayan hastalarin abdominal bélgelerinden temin
edilmistir.

Deri membranin hazirlanmasi

Yaygin olarak kullanilan membran stratum corneum ve epidermis’ 1 iceren
epidermal dokudur (full-thickness skin) (Williams, 2003). Kullanilacak olan insan
derisi kullanimdan 6nce %0.9° luk serum fizyolojik ¢ozeltisine daldirilarak kan ve
diger kontaminasyona neden olabilecek materyallerden temizlenmistir (Lee ve
ark., 1997). Derinin altindaki yag tabakasi bistiiri yardimiyla kabaca siyrilmistir.
Temizleme isleminden sonra parcalara kesilerek aliiminyum folyoya sarilip,
polietilen poset icinde kullanilincaya kadar -20°C sicakliktaki derin dondurucuya
koyulmustur.

Epidermal membranin hazirlanmast

Epidermal membran hazirlamanin basit bir teknigi Kligman ve Christopher
tarafindan bulunan sicak ayirmadir. Asirt yagi ve baglantili dokulari temizlenmis
deri 6rne8i 45 sn boyunca 60°C sicakliktaki suya daldirilir (pratikte yapilan
calismada siirenin 45-60 sn olmasimnin daha etkili oldugu goriilmiistiir). Deri
sabitlendikten sonra dermal kismi asagida kalir ve epidermal kisim altta kalan
dermisten soyularak alinabilir. Soyma islemi bir cift keskin olmayan pens veya
eldiven giyerek parmaklar ile yapilabilir (Williams, 2003).

Membranin hazirlanmasinda sicak ayirma kullanilmistir. Dondurucudan cikarilan
derinin oda sicakliginda ¢oziinmesi beklenmistir. Coziilen deri 60°C’ de %0.9
izotonik ¢ozeltide 60 sn bekletilmistir ve dikkatli bir sekilde pens yardimiyla altta
kalan dokudan ayrilmistir. Daha sonra filtre kagidinin iizerine alinarak bir siire
daha izotonik ¢ozelti icerisinde birakilmistir. izotonik ¢ozeltiden alinip bir miktar
kuruduktan sonra 20 dakika kadar doymus donor c¢ozeltisinde bekletilerek
membranin doygun hale gelmesi saglanmstir.
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Franz difiizyon hiicresi ile yapilan calismalar

Polimerik misellerden meloksikam salimina bakilmadan 6nce meloksikam’ 1n
membranlardan  gecisi  arastinlmistir.  Franz  difiizyon hiicresinin  alt
kompartmanina magnet koyulduktan sonra iki kompartmaninin arasina hiicrenin
difiizyon alam biiyiikliigiinde kesilmis doymus insan derisi ve yapay membranlar
pens yardimiyla yerlestirilmistir. Diger kompartman iizerine yerlestirilerek
birlesim yeri Parafilm® ile kaplanmistir. Reseptor faz alt kompartmana numune
alma kolundan difiizyon c¢ozeltisi ters cevrilerek enjektor yardimiyla
doldurulmustur. Doldurulan ¢6zeltinin hacmi sink kosullarin saglanmasi agisindan
onemlidir. Doldurma esnasinda reseptor fazda hava kabarcigr olmamasina dikkat
edilmistir. Ciinkii hava kabarciklari, difiizyon alanim1 azaltmaktadir. Reseptor faz
sicakliginin 37 °C’ de kalmasma dikkat edilmistir. Sicaklik numune alma
kolundan daldirilan bir termometre ile belirli araliklarla 6l¢iilmiistiir. Numuneler
belirli zaman araliklar ile 0.3 mL’ lik hacimlerde alinmis, eksilen reseptor faz
hacmi tamamlanmistir. Alinan numuneler 3 mL’ ye seyreltilmis (1:10) ve UV
spektrofotometresinde 365-360-355 nm dalga boylarinda reseptdr faza karsi
okutulmustur.

Diyaliz methodu ile yapilan ¢calismalar
Diyaliz tiipiiniin hazirlanmast

Diyaliz yontemi i¢in yaklasik 3 cm boyunda difiizyon membranlar1 kesilerek 24
saat oda sicakliginda reseptor ¢ozeltide doyurulmustur. Yapisik durumda, iki ucu
acik, cift kath olan difiizyon membram kullanilmadan Once katlar1 acilarak alt
tarafindan  biiziilerek misina ile baglanmistir. Ust taraftan dondr faz
doldurulduktan sonra acgik ucu da aym sekilde baglanarak diyaliz tiipii
olusturulmustur. Olusturulan tiip spor yardimi ile asilarak tampon c¢ozeltiye
daldirilmastir (Sekil 10).

Deneyin yapilist

Donér faz iceren tiipler 1000 mL hacminde 37°C’ deki reseptor faz icerisine
tamami cozelti icerisinde kalacak sekilde batirilmistir. Karistirma hizi 500 rpm
olarak ayarlanmistir. Belli zaman araliklari ile 1° er mL’ lik numuneler alinmis ve
her numuneden sonra alinan hacim kadar reseptor faz geri eklenmistir. Numuneler
1:10 seyreltilerek UV’ de reseptor faza karsi1 365-360-355 nm’ de okutulmustur.
Numune alma araliklar1 meloksikam i¢in 15, 30, 60, 90, 120, 180 ve 240’inc1
dakika iken bu siire misel cozeltisine yiiklenmis meloksikam i¢in 6 giine kadar
uzatilmistir. Her deney li¢ defa tekrarlanmustir.
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Sekil 10. Diyaliz Methodu
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BULGULAR ve TARTISMA

Calismanin  amaclart  dogrultusunda DMA-DEA diblok kopolimer %0.5
konsantrasyonundaki misel cozeltisine ve DMA-DPA-MEMA triblok
kopolimerinin %1’ lik misel ¢ozeltisine meloksikam ¢ozeltisi eklendiginde
miselin hidrofobik kismi meloksikami hapsetmistir. Olusan yapilarin boyutlart nm
derecesindedir.

Misellerin Karakterizasyonu

Bos diblok polimer misellerinin polidispersitesi 0.03-0.09 arasinda degismektedir,
caplar1 ise yaklasik olarak 40 nm boyutlarindadir. Bos triblok misellerinin
polidispersitesi ortalama 0.129 iken misel caplar1 ortalama 31 nm olarak
Olctilmiistiir.

Misel Cozeltisine Ila¢ Yiiklenmesi

Metanol ile hazirlanan her iki formiilasyonun DLS’ de o6l¢iimii yapildiginda
miselin polidispersite indeksinin (PDI) 0.1 degerinin iizerine ciktigi, piklerde
bozunma oldugu tespit edilmistir (Sekil 11ve 12). Bu durum DSC analizi ile de
dogrulanmistir Formiilasyonun bozunmasina neden olan etkenin metanol oldugu
misel c¢ozeltisine eklenen metanol miktarindaki artisa paralel olarak PDI’ nin
artmast ile tespit edilmistir. 1 mL misel ¢ozeltisine iki kati kadar metanol ilave
edildiginde polidispersite indeksi 0.4’ lere ¢ikmistir. Polidispersite ile birlikte
misel ¢capindaki artis ilacin misele yiiklendigini diisiindiirse de agregat olusumu
s0z konusu olabilir. Pikin sol tarafinda beliren kiiciik piklerin unimer olmasi
olasidir. Misel yapisi, 2 mL misel ¢ozeltisine diisiik miktar (5-25 damla) metanol
eklendiginde metanolii tolere edebilmektedir. Fakat bu miktar terapotik etki
saglayacak dozda meloksikamin misele yiiklenebilmesi icin yeterli degildir.

0.a

Sacthm giddeti

0.6

0.4

0.z

I:I I T T T T T 1
0.1 1 0 100 1E3 164 1E5

Pargacik binviikliigi (nmy)

Sekil 11. VB 370 Bos Polimerik Misellerinin Parcacik Biiyiikliigii Dagilim
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Sekil 12. Meloksikam /MeOH Cozeltisi Eklenmis VB 370 Polimerik Misellerinin Parcacik
Biiyiikliigii Dagilin

15 mg meloksikam/ 0.3 mL DMSO’ nun VB370 misel ¢ozeltisine eklenmesi ile
yapilan formiilasyonun PDI degerinde artis goriiliirken (ortalama 0.21, misel cap1
yaklasik 80 nm), VB394 polimerik misellerinin PDI degeri ortalama 0.15° den
0.02’lere kadar diigmiistiir (Sekil 13 ve 14). Buradan misellerin ilag ¢ozeltisi
ilavesi ile daha kararli bir yapiya doniistiigii anlagilmaktadir. Ancak misel ¢capinda
gozle goriiniir bir artis olmamistir.
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Sekil 13. VB 394 Bos Triblok Kopolimer Misellerinin Parcacik Biiyiikliigii Dagilim
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Sekil 14. Meloksikam / DMSO Cozeltisi Eklenmis VB 394 Triblok Kopolimer Misellerinin
Parcacik Biiyiikliigii Dagilimm

7.5 mg meloksikam eklenen VB370 polimerik misellerinin PDI degeri 15 mg
eklenen formiilasyona gore daha diisiik bulunmustur. PDI ortalama 0.12, misel
capi ise ortalama 60 nm ° dir (Sekil 15).
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Sekil 15. VB 370 Polimerik Misel Cozeltisine 7.5 mg Meloksikam/ 0.3 mL DMSO
Eklendiginde Misellerin Partikiil Boyu Dagilinm

DMSO i¢inde ¢oziinmiis meloksikam’ 1 misel ¢ozeltilerine yiiklenmesi ile elde
edilen DLS sonuclar1 Cizelge 2’ de verilmistir.
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Cizelge 2. Misel Cozeltilerine Eklenen Meloksikam Miktarlar1 ile Misel Cap ve PDI
Degerindeki Degisimler
flac
Bos 1 yiiklii
Miselin Miselin
Polimerik Misel Yiiklenen PDI PDI
Misel Miktar: Meloksikam Miktar1 | Degeri <.
Degeri Ve
ve Capi Capr
(nm) (nm)
VB 370 | 3 mL 7.5 mg mlx/ 0.3 mL 0.12-60
9%0.5 DMSO 0.3-40
3mL 15 mg mlx/ 0.3 mL 0.21-80
DMSO
VB 394 %1 | 3 mL 15 mg mlx/ 0.6 mL 0.02-60
DMSO 0.129-56
Termal Analiz Calismalan
DSC ile elde edilen termogramlar Sekil 16-17-18’ de goriilmektedir.
DSC
i
0.0
0.0
25020
-20.0F
100 200 Ly 400 Sicaklik o)

Sekil 16. Meloksikam’ a ait Termogram
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Sekil 17. Bos Misellere ait Termogram
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Sekil 18. Meloksikam Yiiklii Misellere ait Termogram

Meloksikam’ 1n erime derecesi 254°C’ dir (http-20). Bu deger meloksikam’ a ait
termogramdaki deger ile cok yakindir. Elde edilen termogramlarda meloksikam-
misel kompleksine ait termogramdaki erime dereceleri meloksikam ve misele ait
termogramdakiler ile ortiismemektedir. Bu farkliligin nedeni metanoliin misel
yapisini bozmasindan kaynaklanmaktadir.

Meloksikam’ in Infrared analizi

Meloksikam’ 1n elde edilen IR spektrumu Sekil 19 ‘ da goriilmektedir
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Sekil 19. Kullamlan Meloksikam’ a Ait IR Sonti¢clar:

Meloksikam’ a ait referans IR spektrumu ise Sekil 20’ de sunulmustur (BP, 2005).

Weloekam HR 5304 ladirsmand: Foursr Trambame Phase. ol Broveks [0
1Wn

Vawengimber )

Sekil 20. Meloksikam’ a Ait Referans IR Spektrumu

Saf meloksikam’ 1n IR spektrumu 1620 cm™” de C=0 gerilme titresimleri, 3292

m" de amin (-NH) veya hidroksil(-OH) gruplar1 ve 846-567 cm’! arasinda
goriilen —CH aromatik halka egilme titresimleri ve heteroaromatikler gibi bazi
gbze carpan bantlar, 1346-1163 cm” arast S=O gerilme titiresimleri gibi
karakteristik pikler gostermektedir(http-21). Calismada kullanilan meloksikam’ 1n
IR spektrumunda ise bu karakteristik pikler; 1621,38 cm™ de C=O gerilme
titresimleri, 3291,41 cm™” de (-NH) veya (-OH) gruplar1, 845,97 cm™ den 566,69
cm”” ye olan bolgede —CH aromatik halka egilme titresimleri ve
heteroaromatikler gibi bazi géze carpan bantlar, 1346-1163 cm™ arast S=O
gerilme titiresimleri goriilmiistiir. Ayrica elde edilen meloksikam’ a ait IR
spektrumu BP, 2005’ de belirtilen referans spektrum ile de ortiismektedir.
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Validasyon Calismalar:

Meloksikam’in UV spektrofotometresi ile tayini

Dogrusallik

Belirtilen derisimler ve bunlara karsilik gelen absorbans degerleri grafige

gecirilmistir (Sekil 21).

1.5+

1.0-

abs.

0.51

0.0

Sekil 21. Meloksikamin Kalibrasyon Egrisi

Elde edilen dogru denklemi;
y=0.0622x+0,015, r= 0.9994, (n=8)

seklindedir. Elde edilen bu yiiksek korelasyon katsayis1t UV spekrofotometrik
yontemi kullanilarak meloksikamin miktar tayininin yapilabilecegini gostermistir.

Dogruluk

15 20

pg. mL-1

Cizelge 3’de dogruluk ¢alismast verileri goriilmektedir.

Cizelge 3. Dogruluk Calismas Verileri

rs:l‘;';fl‘tkrz‘s‘;mnu fdl:alll:;:?kam %Geri %
Konsantrasyonu | SS kazammm BSS
2 ug. mL’ 1,76 0.020 88,22 1,038
10 pg. mL™! 10,48 0,022  104,8 0,220
18 pg. mL! 17,84 0,08 99,14 0.446

SH:Standart Hata

Kesinlik

BSH: Bagil Standart Hata

Sonuglar Cizelge 4, Cizelge 5’ de verilmistir.
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Cizelge 4. Giin ici

Tekrarlanabilirlik Sonuclar:

Giin  Ici
Meloksikam Ortalama
Konsantrasyonu | Absorbans | SS % BSS
2 ug. mL! 0,128 0,002 0,1
10 pg. mL 0,633 0,0005 0,005
18 pg. mL! 1,094 0,014 0,077

SH:Standart Hata

BSH: Bagil Standart Hata

Cizelge 5. Giinler Aras1 Tekrarlanabilirlik Sonuclari

Giinler
Arasi
Meloksikam Ortalama
Konsantrasyonu | Absorbans | SS % BSS
2 ug. mL! 0,129 0,0016 (0,08
10 pg. mL™ 0,642 0,0042 0,042
18 pg. mL! 1,130 0,011 0,061
SH:Standart Hata BSH: Bagil Standart Hata
Secicilik

Validasyon calismasi sonucunda calisilan dalga boyunun segici bir dalga boyu
oldugu goriilmektedir. Meloksikam’ 1n maksimum absorbsiyonu 349 nm (Sekil
22) , misel ¢ozeltisinin 223 nm’ de (Sekil 23) ve misel-meloksikam kompleksinin
365 nm’ de (Sekil 24) yaptig1 goriilmiistiir.
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Sekil 22. Meloksikam’ in UV Spektrumu
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Sekil 23. VB 370 Polimerik Misel Cozeltisinin UV Spektrumu
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Sekil 24. Misel-meloksikam Kompleksinin UV Spektrumu

Duyarlhilik

Dogrunun standart sapma degeri 0.00088, dogrunun egimi 0.0622° dir. Bu
degerler dogrultusunda LOQ degeri 0.14 olarak bulunmustur. Bu deger secilen en
diisiik konsantrasyonun altindadir. Yontem meloksikam i¢in duyarlidir.
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In-vitro ilac Salim Cahsmalar1
Franz difiizyon hiicresi ile yapilan calismalar

Kullanilan yapay membranlar denenmis fakat donor ¢ozeltiden reseptor ¢ozeltiye
etkin madde gegisi olmamustir. Insan derisi ile yapilan ex vivo ¢alisma da ise bir
deneme yapilabilmistir. Hiicrede kabarcik olugsmasi nedeni ile deney
sonlandirilmistir.

Diyaliz methodu ile yapilan ¢calismalar
Meloksikam’ in diyaliz hiicresinden salumi

Salim caligmasi icin meloksikam’ 1n metanol igerisindeki c¢ozeltisi kullanilmistir.
1 mg.mL" konsantrasyonundaki ¢ozeltiden 1 mL alinarak difiizyon hiicresine
mikropipet yardimiyla doldurulmustur. Numuneler 15, 30, 60, 90 ,120, 180 ve
240. dakikalarda alinmigtir. Bulunan degerler grafige gecirilmistir (Sekil 25).

100 ~
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 +
30 -
20 A
10 A : ,928

0 : . ‘ ‘ ‘

15 30 60 90 120 180 240
zaman(dakika)

89,1

%saliverilen

Sekil 25. Meloksikam’ 1n Zamana Gore Salim Profili

4 saatlik siire sonunda salinan meloksikam’ m % 89’ unun salindigi tespit
edilmistir (n=3).

Diblok kopolimer misellerden meloksikam’ in salimi

Burada doldurulan ¢6zelti hacmi 1 mL’ dir. Numune alimi 15, 30, 60, 90 ,120,
180 ve 240. dakikalarda yapilmig, daha sonra 24 saat ara ile numune alinmistir.
Numune alimi 4. giine kadar devam etmistir. Meloksikam’ a ait pik 4. giin

gozlenebilmistir. Miselden salinan meloksikam miktar1 1.22 mg yani yiiklenen
miktarin %16.28’ i olarak hesaplanmistir (Sekil 26).
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% salinan meloksikam

K

1 2 3 4
zaman(giin)

Sekil 26. Meloksikam’ 1n Zamana Gore Diblok Kopolimer Misellerden Salim Profili

Triblok kopolimer misellerden meloksikam’ in salimi

Diyaliz hiicresine 0,5 mL etkin madde yiikli triblok kopolimer misel ¢ozeltisi
koyulmustur. Fakat tampon ¢ozeltide doyurulmus olan membran ile formiilasyon
temas ettiginde cozeltide bulaniklasma ve ¢okme olugsmustur. Membran bosaltilip
tampon ¢ozeltiye daldirilip temizlenmistir. Cokme olmamasi i¢in hiicreye DMSO’
dan bir miktar koyulup ceperler yikanmistir. Donér faz hiicreye dolduruldugunda
cokme goriilmemistir. Si1zinti olmadigr tespit edilen hiicre tampon c¢ozeltiye
daldirildiginda yeniden c¢okme oldugu gozlemlenmistir. Validasyon calismasi
sirasinda DMSO ile hazirlanan derisik meloksikam ¢ozeltisine tampon ¢ozeltisi
eklendiginde ¢okme oldugu tespit edilmistir. Burada da ayn1 durum s6z konusu
olmustur. Buradan triblok kopolimer misellerinin etkin madde c¢ozeltisini
hapsetmedigi anlasilabilmektedir. Bu diisiince etkin madde cozeltisi eklenmis
polimerik miselin ¢capinin artmamasi ile desteklenebilir.
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SONUC ve ONERILER

Yapilan calismada DMA-DEA diblok kopolimerinden elde edilen misellere
hidrofobik yapidaki etken maddelerin yiiklenebildigi goriilmiistiir. Diblok
kopolimer miselinin ilac1 salmas1 olduk¢a uzun siirecegi yapilan salim ¢alismalari
ile on goriilmiistir. Bu polimerin zincir boyunun kisaltilmasi ile ya da etken
maddeyi tutan hidrofobik kismin yani DEA’ nin zincirdeki oraninin azaltilmasi ile
ila¢ saliminin daha kisa siirede gerceklesmesi miimkiin olabilir. Fakat bu durumda
da etkin madde hapsetme oraninin azalmasi gibi bir durum olusabilir.

DMA-DPA-MEMA triblok miseline etkin madde yiiklenememistir. Yiiklemenin
basarisiz sonuclanmasi yiikleme yonteminin dogru secilememesinin veya
kullanilan etkin maddenin uygun olmayisi ile baglantili olabilir. Bu durumda
misel olusumu asamasinda formiilasyona eklenebilecek bir etkin madde ile
calisilirsa olumlu sonuglar alinabilir. Bununla beraber meloksikam’ 1 hapsedecek
kisim olan DPA’ nin miktarinin arttiritlmasi ile etkin maddenin hapsi miimkiin
olabilir.

Polimerik misellerden ex vivo ila¢ salimi ve capraz baglama sonrasi salimda
olusabilecek degisimlerin izlenmesi bir sonraki asamada yapilmasi diisiiniilen
calismalardir.

NSAII’ larin oral alimindan sonra gdzlenen en iyi bilinen yan etkileri , sistemik
yan etki olmaksizin inflamasyon bdlgesinde lokal absorbsiyon saglayan topikal
kremler, jel ve kopiik formiilasyonlar1 gibi alternatif farmasotik formlarin
gelistirilmesini hizlandirmistir (Djordjevic ve ark., 2003). Yapilan calisma ile
kullanilan diblok kopolimer misellerinin diisilk dozda etkili olabilen, hidrofobik
yapili meloksikam i¢in topikal yeni bir ila¢  tasiyic1 sistem olabilecegi
diistiniilebilir.
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