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ONSOZ

Bu tez calismasinda diinya niifusunun yaglanmasi ile onemi daha da artan ve
zamanla yeti kaybina neden olabilen osteoartit hastaliginin semptomatik tedavisinde
kullanilan steroidal olmayan analjeziklerin, uzun siireli oral yol ile kullanimlar
sonucu neden olabilecekleri GIS yan etkilerine karsin ilgili eklem icerisine enjeksiyon
yontemiyle  uygulanabilen  mikropartikiil/termojel =~ kombinasyon  sistemleri
gelistirilmis ve etkin maddenin eklem igerisinde uzun stireli salimi saglanarak klinik

uygulamalar icin gelecek vaat ettigi goriilmiistiir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilimsel bilgi birikimi, tecriibesi, yol
gostericiligi, acik fikirliligi ve gostermis oldugu caba ve hosgoriisii sebebiyle
caligmalarimin her agsamasinda bana destek olan ve akademi diinyasinda calisma
istegimi tesvik eden cok degerli hocam Do¢. Dr. Canan HASCICEK’e sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Lisans hayatimdan bu yana Farmasotik Teknoloji alanin1 sevmemde ve bu alanda
gelismemde katkilar1 olan anabilim dali hocalarimiz Prof. Dr. Niliifer TARIMCI,
Prof. Dr. Nurten OZDEMIR, Prof. Dr. Asuman BOZKIR, Prof. Dr. Niliifer
YUKSEL, Dog. Dr. Aysegiil KARATAS, Do¢. Dr. Tansel COMOGLU, Dog. Dr.
Miige KILICARLAN, Yrd. Dog. Dr. Tangiil SEN, Yrd. Do¢. Dr. Ozge INAL, Yrd.
Do¢. Dr. Ongun Mehmet SAKA, Yrd. Do¢. Dr. F. Ulya BADILLI, Yrd. Dog. Dr. C.
Tuba TURK, Yrd. Do¢. Dr. Burcu DEVRIM ve Yrd. Dog¢. Dr. Zerrin SEZGIN
BAYINDIR’ a cok tesekkiir ederim.

Aragtirma gorevlisi olarak goreve bagladigim ilk giinden bu yana, yiiksek lisans
egitimimi tamamlamam igin bana her tiirli destegi ve yardimi eksik etmeyen
Karadeniz Teknik Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dekani Prof. Dr. Nurettin YAYLI,
Dekan Yardimeilari Dog. Dr. Rezzan ALIYAZICIOGLU ve Yrd. Dog. Dr. Sermet
YILDIRMIS hocalarim ile Fakiilte Sekreteri Nurten KAYA’ya cok tesekkiir ederim.
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Tez calismam sirasinda iiretim ve analiz basamaklarinda laboratuvar imkanlarini
kullanmama firsat veren Prof. Dr. Asuman BOZKIR ve Prof. Dr. Niliifer YUKSEL
hocalarima tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Calisma kapsaminda hazirladigimiz
formiilasyonlarin FTIR analizlerinin yapilmasinda yardimci olan fakiiltemiz
Farmasotik Kimya Anabilim Dali hocalarimizdan Prof. Dr. Hakan GOKER ve Dog.
Dr. Mehmet ALP’ e tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica SEM analizlerinin yapilmast icin
fakiilte imkanlarini esirgemeyen Karadeniz Teknik Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Metarulji ve Malzeme Boliimii hocalarindan Do¢. Dr. Hamidullah CUVALCI ve
olciimlerin yapilmasinda yardimci olan Uzm. Fatih OZKAYACT ya tesekkiir ederim.
Son olarak tez calismamda kullandigim etkin maddenin saglanmasinda yardimci olan

Drogsan Ilaclar1 San. ve Tic. A. S. firmasina tesekkiir ederim.

Calismamin deneysel basamaginda ve sonrasinda bilgisiyle bana 1sik tutan, her
tiirlii soruma cevap veren ve deneysel calismalarimda bana yardimci olan ¢cok degerli
hocam Yrd. Doc. Dr. C. Tuba TURK’ e cok tesekkiir ederim. Ayrica yaptigim
deneysel calismalarimda bana yardimlarini esirgemeyen Yrd. Dog. Dr. Ozge INAL,
Yrd. Dog. Dr.Ongun Mehmet SAKA, Yrd. Do¢. Dr. Burcu DEVRIM, Uzm. Ecz.

Umut Can OZ ve Ecz. Ozge GUN’ e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
bilinyesinde calisan ve hem ¢alisma hem de sosyal yasantimda beni yalniz birakmayan
arkadaglarim Dr. Ecz. Berrin KUCUKTURKMEN, Dr. Ecz. Giilin AMASYA, Dr.
Ecz. Aslihan H. ATILGAN, Ecz. Tugba EREN, Ecz. Miray GORGOZ, Ecz. Fatih
TURHAN, Ecz. Ahmet Dogan ERGIN, Uzm. Ecz. Umut Can Oz, Ecz. Ozge GUN ve
Ecz. Sema SARISOY ile cok sevgili oda arkadasim Ecz. Ozge ERKAN’ a ¢ok

tesekkiir ederim.

Egitim-68retim donemi icerisinde Trabzon sehrinde ¢ok kisith zaman gecirmeme
ragmen orada aile sicakligini hissetmeme neden olarak beni hi¢ yalniz birakmayan,
ayrica calisma hayatimda da desteklerini esirgemeyen sevgili arkadaslarim Ars. Gor.
Sila Ozlem SENER, Ars. Gor. Merve BADEM, Ars. Gor. Nuriye KORKMAZ, Ars.
Gor. Nevin ULAS, Ars. Gor. Seckin ENGIN, Ars. Gor. H. Erding SELLITEPE, Ars.
Gor. Elif Nur GAZIOGLU, Ars. Gor. Nurdan YAZICI, Ars. Gor. Serhat SEVGI, Ars.
Gor. Sercan YILDIRIM, Ars. Gor. Biisra YAYLI, Ars. Gor. Burak BARUT, Ars.
Gor. Seyda AKKAYA, Ars. Gor. Gokce OZTURK ve Ars. Gor. Rengin REIS’ e tiim

ictenligimle tesekkiir ederim.
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Hayatima adim attigim ilk andan itibaren sevgileri ile beni kucaklayan ve
hayatimin her doneminde desteklerini esirgemeyen, iyi bir egitim almam icin
ellerinden gelen her tiirlii fedakarlig1 yapan annem Ozden SUNAR’a ve babam Sezayi
SUNAR’ a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Topluma faydali bir birey olmam icin
mesleki etik anlayisini icimize yerlestirmeye calisan ve kendimizi gelistirmemiz i¢in
her daim bizi tesvik eden ve benim icin bir idol olan cok degerli dedem Mustafa
KOKCAN’ a ve anneannem Oznur KOKCAN’ a tesekkiirlerimi sunarim. Bir kardes
olarak destegini ve yardimini her daim yamimda hissettiim, benim icin tiirli

fedakarliklar yapan canim kardesim Esat Mustafa SUNAR’a tesekkiir ederim.

Kiiciikliigimden bu yana benim icin bir kiz kardesten daha 6te olan, kendi
tecriibeleri ile beni aydinlatan, her daim yol gostericim olan Ayse Saliha SUNAR
YETGIN’ e cok tesekkiir ederim. Ayrica, akademik alanda sahip oldugu bilgi ve
tecriibeleri ile tez calismama sagladigi katkilarindan dolay1 enistem Dr. Halil
YETGIN’ e ¢ok tesekkiir ederim.

Varliklar1 ile hayatimin her alaninda beni mutu eden, mesleki ve Kkisisel
gelisiminde katkilar1 yadsinamaz bir gercek olan ¢ok sevgili arkadaslarim Hatice Nur
CELIK ve Muhammed Cihat CELIK c¢ifti ile Mualla TOPAL’ a sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Biirde Siiheyla SUNAR
Temmuz 2016, ANKARA
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1. GIRIS

Osteoartrit (OA); kikirdak, kemik ve sinovyal dokularda cesitli travmatik,
biyomekanik, inflamatuvar ve genetik faktorlerin etkisiyle meydana gelen, kikirdak
yapimi ve yikimi arasindaki dengenin bozulmasiyla birlikte ortaya ¢ikan ve sinovyal
eklemlerde goriilen kikirdak dejenerasyonu, osteofit olusumu ve subkondral skleroz
ile karakterize kronik dejeneratif bir hastaliktir (Mankin, 1993; Aydin 1997). Ayrica
bu hastalik genellikle sinsi baslangichi olup yavas bir hastalik seyri gostermektedir.
Klinikte ise; kademeli bir agr1 gelisimi, eklem katilig1 ve sinirli eklem hareketleri ile
karakterizedir. =~ Osteoartrit gelisimini eklem yaralanmalari ve deformasyonlari,
obezite, mesleki ve mesleki olmayan fiziksel aktiviteler gibi biyomedikal faktorler ile
yas, genetik yapi, Ostrojen eksikligi, cinsiyet, diisiik kemik mineral yogunlugu, etnik
koken, eklem sivisinda kristal varlig1 gibi sistemik faktorler onemli derecede
etkilemektedir. Osteoartrit goriilme siklig1 yas ile birlikte artmakta ve gilinlimiizde
yasam siiresinin artmasiyla birlikte biiyilk onem kazanmaktadir (Arden ve Nevitt,
2006; Felson ve Lawrence, 2000; |Puig-Junoy ve Zamora, 2015). Diinyanin c¢esitli
bolgelerinde yapilan epidemiyolojik calismalarda 50 yas tizeri kisilerin % 30’ unda,
65 yas lizeri kisilern % 80’ inde semptomatik osteoartritin goriildiigii bildirilmistir

(Felson ve Lawrence, [2000).

Osteoartrit tedavi yaklasiminin ana prensibi; hastanin agrilarin1 kontrol etmek,
eklem fonksiyon yetersizliklerini gidermeye calismak ve hastanin yasam kalitesini
ylikseltmektir. Bu amagla hayat tarzinin degistirilmesi, termal tedaviler, akapunktur,
uygun egzersizlerin yapilmasi gibi nonfarmakolojik yaklasimlar ile farmakolojik
tedavi secenekleri bir arada kullanilmaktadir. Medikal tedavi genellikle cesitli
uluslararast orgiitlerin gelistirdigi rehberlere gore yiiriitilmektedir. Bu amagcla
analjezikler, Steroidal olmayan antiinflamatuvar ilaglar (NSAII), fizik tedavi ajanlart
ve intraartikiiler (IA) enjeksiyonlar (hyaluronik asit, glukokortikoidler, radyoaktif
maddeler) gibi farmakolojik tedaviler ile bu tedavilerin yeterli gelmemesi durumunda
ise cesitli cerrahi girisimler uygulanmaktadir (Butoescu ve ark., 2009; |Pradal ve ark.,
2012)).



Osteoartrit tedavisinde bugiine kadar agirlikli olarak NSAII* lerin sistemik
kullanimi iizerinde durulmustur. Ancak tedavi amaciyla kullamlan NSAII” lerin uzun
siireli kullanimlar1 sonucu istenmeyen gastrointestinal sistem (GIS) ve renal sistem
lizerine yan etkileri goriilebilmektedir. Kronik hastaliklarin dogas1 geregi bir ilacin
uzun siireli sistemik olarak kullanilabilmesi i¢in minimum yan etkiye sebep olmalidir.
Bazi NSAII” ler GIS ve renal sistem iizerindeki yan etkilerine ilaveten insan ve hayvan
kikirdak dokusunda kondrosit biyosentezini azaltmakta ve kikirdak yikimina neden
olmaktadir. Bunun aksine oksikam grubundan bir NSAII olan tenoksikamin yapilan
in vitro calismalarda kikirdak dokusuna faydali olabilecegi ve kikirdaktan ziyade
sinoviyumda biriktigi gosterilmis ve yine yapilan bagka bir ¢alismada tenoksikamin
kondroprotektif etkili oldugu ve proteoglikanaz ve kollogenaz enzimlerini inhibe
ederek kikirdak yikimini azaltmasi sonucu kikirdak dejenerasyonunun ilerlemesini

yavaslattig1 goriilmiistiir (Vignon ve ark. 1991; Cook ve ark., 1997).

Osteoartrit tedavisinde kullanilan piyasadaki ¢cogu ila¢ oral yol ile kullanilan hizli
salim tablet ya da kapsiil seklindedir. Ancak mevcut olan ya da kullanima aday
olabilecek cogu ilac terapotik acidan etkili olmasina ragmen diisiik biyoyararlanim
gostermektedir.  Oral yol ile kullanim klinik toksisite acisindan da Onem arz
etmektedir. Oral uygulanan etkin maddelerin gerekli terapotik doza ulagmalar icin
yiiksek dozda kullanim gerekliliginden dolayr siklikla toksisite goriilmektedir
(Butoescu ve ark., 2009; Gerwin ve ark., 2006). Artrit tedavisi i¢in kullanilan NSAII’
lerin 6zellikle GIS iizerinde iilser ve gastrit gibi istenmeyen etkileri bulunmaktadr.
Ornegin tenoksikam kullanan hastalarin % 11,4’ iinde GIS rahatsizliklar1 goriilmiistiir
(Sweetman, 2009). NSAII’ lerin bu olast yan etkileri kronik hastaliklarda kullanimini
giiclestirmekte ve bu yan etkilerini azaltacak yeni uygulama arayiglarim

dogurmaktadir.

Artritin lokal olarak gelismesi, ilacin dogrudan inflamasyonun olustugu ekleme
yan etkilerin minimize edilerek intraartikiiler (IA) yolla uygulanmasina firsat verir.
Ayrica artritin olduk¢a sik goriildiigii diz, kol ve ayak eklemleri IA uygulama igin
oldukca elverislidir. Buna ek olarak, IA olarak yapilan plasebo uygulamalarinda %
36-86 arasinda degisen olumlu sonuglar alinmis olmasi eklem i¢i uygulamalarin1 daha

cazip hale getirmistir (Felson ve Lawrence, 2000).

Osteoartrit tedavisinde IA uygulamalarin sahip olduklari avantaj yaminda

kullanimlarint sinirlayan durumlar da mevcuttur. Etkin maddenin fizikokimyasal



yapisina bagl olarak eklem kavitesinden hizlica uzaklastirilmasit bunlardan bir
tanesidir. Ayrica inflamasyon goriilen eklemde permeabilitede artisin
gerceklesmesiyle etkin madde molekiilleri daha hizli bir gsekilde kaviteden
uzaklagmaktadir. Genel olarak NSAII’ lerin eklem icerisinde kalis siireleri 1 ile 5 saat
arasinda degismekte, molekiil yapisina bagl olarak bu siire uzayabilmektedir. Ancak
NSAII’ lerin eklem igerisine uygulanmasinin klinik agidan bir 6nem tasiyabilmesi
icin enjeksiyon sikliginin en az birka¢c haftada bir ve hatta ayda bir olmasi
gerekmektedir.  Etkin madde molekiillerini bu siire zarfinda eklem icerisinde
tutabilmek icin ise nanopartikiiller, mikropartikiiller, lipozomlar ve termal hidrojeller
(termojel) gibi modifiye salim sistemleri 6n plana ¢ikmaktadir (Cook ve ark., [1997;

Felson ve Lawrencel, 2000).

Tlag tagtyic1 sistemlerin eklem icerisine uygulanabilmeleri igin; etkin madde salim
stiresini uzatmali, modifiye salim sisteminin eklem icerisinde kalis stiresini artirmali
ve enjeksiyon sonrasi sinovyal kavitede inflamasyon olusumuna neden olmamalidir.
Bu nedenle eklem icerisine enjekte edilecek partikiiler sistemlerin kiiresel yapida,
plirlizsiiz ylizey Ozelliklerine sahip, pozitif ylizey yiikli ve 5-15 pm partikiil
biiyiikliigiinde olmalar1 istenmektedir (Butoescu ve ark., [2009; |[Edwards, [2011;
Gerwin ve ark., 2006; Kim ve ark., 2015). Eklem icerisine uygulanacak partikiiler
sistemlerin sahip olmas1 istenen fizikokimyasal Ozelliklere ilave olarak, modifiye
salim sisteminin eklem icerisinde lokalize olarak kalmasini saglamak amaciyla
partikiillerin termojel sistemleri ile kombine halde IA uygulanmas1 akilc1 bir secenek
olmaktadir (Butoescu ve ark., [2009; |Kim ve ark., 2015} |Pradal ve ark., 2012).

Yukarida bahsedilen bilgilerin 1s181nda, tez ¢alismamiz kapsaminda osteoartrit
tedavisinde oral yolla kullamlan bir NSAII olan tenoksikamin GIS iizerindeki yan
etkilerini azaltmak amaciyla eklem icerisine enjeksiyon yoluyla verilmesine olanak
saglayacak modifiye salim sistemlerinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda
tenoksikamin eklem icinde salim siiresini uzatacak, uzun siireli lokalizasyonu
saglayacak ve enjeksiyon sonrasinda inflamasyon olusturmayacak fizikokimyasal
ozelliklere sahip kitozan ve PLGA mikropartikiil formiilasyonlar: gelistirilmeye
calisilmistir. Hazirlanacak mikropartikiillere arzu edilen fizikokimyasal 6zellikleri
kazandirmak icin partikiillere pozitif ylizey yiikii kazandiracak ve partikiil boyutunun
5-15 pm smirlan igerisinde olmasini saglayacak yontemler iizerinde durulmustur.
Ayrica, mikropartikiil formiilasyonlarinin fizikokimyasal Ozelliklerinin modifiye

edilmesine ek olarak, eklem igerisinde uzun siireli lokalizasyonun saglanmasi icin



mikropartikiillerin kombine halde verilecegi viicut sicaklifinda jellesebilen kitozan
termojel formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Son basamakta ise; eklem iginde salim
stiresini uzatacak, uzun siireli lokalizasyonu saglayacak ve enjeksiyon sonrasinda
inflamasyon olusturmayacak fizikokimyasal Ozelliklere sahip mikropartikiil/termojel
formiilasyonlarmin in vitro analizleri yapilarak IA uygulama icin ©6n

degerlendirmeleri yapilmustir.

1.1. Osteoartrit ve Epidemiyolojisi

Iskelet kas sistemine ait hastaliklar, uzun siireli ve siddetli agr1 ile hareket
kisithigina neden olan en yaygin hastaliklardandir. Birlesmis Milletler ve Diinya
Saglik Orgiitii (WHO), kas iskelet sistemi rahatsizliklarinin artan 6nemi nedeniyle 37
tilkede artrit gibi kas iskelet sistemi rahatsizliklarinin yiikiiniin belirlenmesi i¢in
harekete gecmistir. 2000 - 2010 yillar1 ”Bone and Joint Decade’ olarak ilan edilmis
ve bu hastaliklarin nedenlerinin anlasilmasi, yapilacak tedaviler, alinacak onlemler,

egitim ve gerekli aragtirmalarin yapilmasi hedeflenmistir (Chen ve ark., 2012a).

En sik goriilen kronik iskelet kas sistemi hastaliklarindan olan osteoartrit, goriilme
siklig1 yag ile artmasina ragmen popiilasyonun biiylik bir kismini etkileyen bir
dejeneratif eklem rahatsizligidir. Osteoartrit goriilen hasta sayisi; obezite, yaslanan
niifus ve azalan fiziksel aktivite sebebiyle gittikce artmaktadir (Puig-Junoy ve
Zamora, 2015).  Genellikle diz eklemi etkilenmekte olup aragtirmalara gore
radyografik muayene yapilan 50 yas iistii insanlarin % 30’ unda osteoartrite
rastlanilmistir ve bu oran 65 yas iistiinde % 80’e ¢ikmaktadir. 2005 yil1 verilerine gore
Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklagik 100.000 insan, yatagindan banyosuna diz
eklemlerindeki osteoartrit agris1 sebebiyle rahatca gidememektedir.  Osteoartrit,
yaygin goriilen ve siklikla hareket kisithilifina yol agcan bir rahatsizlik oldugu icgin
diger hastaliklara gore yliriime ve merdiven ¢ikma gibi faaliyetlerde hastay1 daha fazla
engellemektedir (Felson ve Lawrence, |2000; Neustadt, [2006).

2004 yii WHO verilerine bakildiginda diinya genelinde yaklagik 151 milyon
insanin osteoartrit hastas1 oldugu ve bu hastalarin % 10’u Afrika, % 22’si Amerika, %
6’s1 Dogu Akdeniz, % 40’ 1 Avrupa , %27,5’u Giineydogu Asya ve % 45’ inin Bati
Pasifik bolgelerinde oldugu belirlenmistir. Ayrica yiiksek gelirli iilkelerde 0-59 yas

arasinda 1,9 milyon ve 60 yas tistiinde 8,1 milyon, orta ve dusiik gelirli iilkelerde 0-59



yas arasinda 14,1 milyon ve 60 yas iistiinde 19,4 milyon olmak iizere toplam 43,4
milyon hastada hareket kisitlilig1 oldugu saptanmistir. Hastaliklarin neden oldugu yeti
kayb1 ile gecirilen yil (YLD) verileri goz oniine alindi§inda, diinya genelinde
kadinlarda osteoartrit besinci sirada iken, erkeklerde ise ilk onda yer almaktadir.
Yiiksek gelirli iilkelerde osteoartrit, YLD siralamasinda 5. sirada yer alirken diisiik ve
orta gelirli iilkelerde dokuzuncu sirada yer almaktadir (Mathers ve ark., 2008)) .
Tiirkiye’de 2004 verileri ile hazirlanan raporda, hastalik yiikii siralamasinda
osteoartrit erkeklerde sekizinci sirada, kadinlarda yedinci sirada yer almaktadir. YLD
siralamasina bakildiginda ise erkeklerde birinci sirada yer alirken kadinlarda unipolar
depresif bozukluklar ve demir eksikligi anemisinin ardindan 3. sirada yer almaktadir
(Uniivar ve ark., [2004).

Cizelge 1.1. Osteoartrit kaynakli giderler (Chen ve ark., 2012a)

Direkt maliyetler Indirekt maliyetler Manevi kayiplar

Cerrahi operasyonlar Ureticilikte azalma Agr1 ve sikinti cekme
Hastane kaynaklar1 Ise devam edememe Hayat kalitesinde azalma
Farmakolojik/ Erken oliim Depresyona girme riski
nonfarmakolojik tedavi Maluliyet maasi Anksiyete

Tedavi kaynakli yan etkiler
Ar-Ge

Osteoartrit sik rastlanan bir hastalik oldugu ve zamanla yeti kaybina neden oldugu
icin cesitli mali yiiklere neden olmaktadir. Bu mali yiikleri Cizelge 1.1° de gorildiigii
gibi direkt ve indirekt olarak smiflandirabiliriz. Direkt  maliyeti
farmakolojik/nonfarmakolojik tedavi, cerrahi operasyon, hastane kaynaklarinin
kullanimi1 ve osteoartrit tedavisinden kaynaklanan komplikasyonlar olusturmaktadir.
Indirekt maliyeti ise; is hayatindaki zaman kaybi, agr1 sebebiyle iireticilikteki azalma,
bakim zamani, erken mortalite ve hareket kisitligindan kaynaklanan maddi yardimlar
olusturmaktadir. Manevi kayiplar1 kapsayan liciincli bir kategori daha olusturursak,
hastalarin rahatsizliklarindan dolayr c¢ektikleri sikinti ve agri nedeniyle hayat

kalitelerinde azalmay1 ekleyebiliriz (Chen ve ark., 2012a)).

Osteoartrit tedavisi uygulanan hastalara NSAII grubu ilaglar topikal ve oral olarak

yaygin bir sekilde recete edilmektedir. Ancak bu ilaglarin neden oldugu yan etkileri
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Sekil 1.1. Osteoartrit tedavi maliyeti (Chen ve ark., 2012a)

gidermek icin proton pompasi inhibitorleri (PPI) gibi ek ilag yazimi da
gerceklesmektedir. Ingiltere icin yapilmis bir calismada Sekil 1.1° de goriildiigii gibi
tedavi icin gerekli olan etkin madde grubundan ziyade tedavinin neden oldugu yan
etkileri gidermek daha maliyetli olmaktadir.  Ayrica NASII tedavisinin yeterli
gelmeyip artroskopi ve cerrahi girisimlerin uygulanmasi maliyeti 6nemli derecede
artirmaktadir (Chen ve ark., 2012a). Yapilan bu calismalar gostermektedir ki
osteoartrit tedavisinin etkin bir sekilde yapilabilmesi i¢in ila¢ kaynakli yan etkiler

minimuma indirilmelidir.

1.2. Osteoartrit Risk Faktorleri

Osteoartritin asil nedeni heniiz bilinmemesine ragmen hastaligin goriilmesinde ve
ilerlemesinde ¢esitli risk faktorleri vardir. Bu risk faktorlerini sistemik faktorler ve lokal

biyomekanik faktorler seklinde siniflandirabiliriz.



1.2.1. Sistemik Risk Faktorleri

1.2.1.1. Etnik Koken

Etnik kokenin diz ve kalga osteoartriti tizerine etkisi Afrikan- Amerikan ve beyaz
bireyler ele alinarak incelendiginde celiskili sonuglar elde edilmistir. Yapilan bir
caligmada Afrikan-Amerikan kadinlarda osteoartrit yiiksek oranda goriilmesine
ragmen baska bir ¢calismada fark gozlenmemistir. Afrikan-Amerikan erkeklerde beyaz
bireylere oranla % 35 daha fazla siklikla osteoartrit gelistigi gortilmiistiir. Ayrica
osteoartrit goriilen Afrikan-Amerikan popiilasyonunda hareket kabiliyet kaybi ve
bilateral tutulum daha siklikla goriilmiistiir (Felson ve Lawrence, 2000). Birlesik
Devletlerde yapilmis bir calismada Cinli ve beyaz bireyler karsilastirildiginda
erkeklerde aynmi siklikla hastaligin goriildiigi ancak Cinli kadinlarda daha sik
osteoartrit goriildiigii saptanmugstir.  Cinli popiilasyonda obezitenin az olmasina
ragmen, popiilasyonun % 50’ sinde el bolgesinde osteoartrit gelisirken % 10 oraninda
da kalca osteoartriti goriilmektedir. Bu oranlarin yiiksekligi ise Cinli bireylerin
comelme hareketlerinden dolay1 eklemlere fazla yilik binmesiyle ac¢iklanmaktadir
(Arden ve Nevitt, 2006).

Bazi wrklar arasinda osteoartrit goriilme sikliginda cesitli farkliliklar gozlense de
biyolojik, hayat standardi ve sosyoekonomik faktorlerin etkileri tam olarak
bilinmemektedir.  Etnik koken farkliligina bagl olarak bireylerin viicut kiitle
indekslerinin ya da biyomarkerlar gibi faktorlerin degismesi osteoartrit goriilme

sikli81 tizerinde etkili oldugu belirlenmistir (Felson ve Lawrence, [2000).

1.2.1.2. Hormonal Durum ve Kemik Dansitesi

Ostrojen, kadinlarda ve erkeklerde kemik hemostazinin saglanmasinda etkili olan
bir medyatordiir. Ayni zamanda Ostrojen; kondrisit aktivitesi, nitrit oksit ve reaktif
oksijen tlirlerinin olugsmasi, kikirdak dokuda anabolizma ve katabolizma olaylar1 gibi
bir cok metabolizma reaksiyonunda da rol almaktadir (Riancho ve ark., 2010). Ayrica
menopoza girdikten sonra osteoartritin kadinlarda goriilme oraninin yiikselmesi,
ostrojen eksikliginin artrit olusmasinda etkili oldugunu diisiindiirmektedir (Felson ve

Lawrencel 2000). Yapilan calismalar bu hipotezi dogrular niteliktedir. Calismalara



bakildiginda Ostrojen ya da tiirevlerinin yetersizligi ile osteoartrit gelisimi ve goriilme
siklig1 arasinda pozitif bir iligki oldugu goriilmiistiir (Hart ve ark., 1999; [Sandmark
ve ark., [1999; Sowers ve ark., 2006]).

Osteoartrit ve osteoporoz arasindaki iligskiye bakildiginda birbiri ile zit gelisim soz
konusudur. Yiiksek kemik mineralizasyonunun kalga, el ve diz osteoartriti goriilme
oranint artirdigl saptanmustir (Bergink ve ark., 2005; Hart ve ark., [2002). Kemik
mineral dansisitesinin artmasi, kartilaj dokunun sok absorblama yeteneginde
azalmaya neden olarak osteoartriti tetikleyebilecegi diisiiniilmektedir (Nevitt ve ark.,
1995).

1.2.1.3. Beslenme Alskanhklar

Yasa baglh gelisen bir ¢cok hastalikta oksidantlara siirekli maruziyetin biiyiik bir
rolii oldugu diisiiniilmektedir ve osteoartrit de bu hastaliklardan biridir (Felson ve
Lawrence, 2000). One siiriilen bir goriise gore kondrositler tarafindan iiretilen serbest
oksijen radikalleri kikirdak dokuda harabiyete neden olmaktadir ve C vitamini gibi
antioksidan maddelerin diyette yer almasi hastaliktan koruyucu bir etken olabilir.
Ayni zamanda C vitaminin kolajen sentezinde etkili olmas1 diyetteki Onemini
artirmaktadir (Frei, |1994)).

Kemik metabolizmasinda D vitamini 6nemli bir yere sahiptir ve kemige binen asir
yiikii hafifleterek kemik hasarina karst koruyucu etki yapabilmektedir (Arden ve
Nevitt, 2006). D vitamini takviyesinin alinmasinin osteoartrit gelisimine etkisi
incelendiginde hastalifin ilerleyisinde ve vaka sayisinda azalmaya neden oldugu
gorlilmiistiir (Lane ve ark., 1999; [McAlindon ve ark., 1996).

1.2.1.4. Genetik Faktorler

Osteoartrit, genetik miras nedeniyle goriilme riski oldukca yliksek bir hastaliktir
(Jonsson ve ark., 2003; |[Kaprio ve ark., |1996; Lanyon ve ark., 2000). Vitamin D

reseptor geni, insiilin benzeri biiyiime faktor- I geni, kartilaj oligomerik protein geni



ve HLA grubu genlerin hastaligin olusmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir (Wright
ve ark., 1996). Genler; yaralanma, yaralanmaya verilen yanit, viicut agirlig1, kas kiitle
miktari, kemik yapisi, kemik yapimi ve yikimi, kikirdak yapisi, kikirdak yapimi ve
yikimi gibi olaylarda kompleks bir goreve sahiptir. Osteoartritin hangi mekanizma
yolag: ile kalitsal oldugu ¢ok net degildir. Ancak ileride yapilacak caligmalar, bu
mekanizmay1 aydinlatilarak sorumlu genlerin ve yeni yolaklarin kesfedilmesini ve
dolayisiyla hedeflendirme yoluyla tedaviye imkan verebilecegi diistiniilmektedir
(Spector ve MacGregor, [2004).

1.2.2. Lokal Biyomekanik Risk Faktorleri

1.2.2.1. Obezite

Obezite osteoartrit icin en onemli risk faktorlerinden bir tanesidir ve osteoartrit
goriilen eklemde kotiilesmeyi artiran onemli etkenlerden biridir (Arden ve Nevitt,
2006). Yapilan bazi calismalarda kilo kaybinin osteoartrit riskini azaltti1
goriilmiistiir (Nevitt ve ark., 1994). Asirt kilo eklemlere binen yiikii artirmakta ve
bunun sonucunda kikirdak dokuda harabiyete neden olmaktadir. Ayrica obezite
hastalarinda diyabet ya da lipit anormallikleri gibi metabolik olaylarin ostreoartriti
tetikleyebilecegi diisiintilmiistiir (Hart ve ark., 1999;[Zhang ve ark., |1998)). Son olarak
obezitenin osteoartrit iizerine olumsuz etkileri giin gectikce onem kazanmaktadir
clinkli diinya popiilasyonunda obezite goriilen birey sayisi artmaktadir (Felson ve
Lawrence, [2000).

1.2.2.2. Kikirdaga Binen Yiik

Saglikli bir kikirdak dokuda ekleme binen yik, kikirdagin igerdigi yiiksek
orandaki su ve proteoglikan-kolajen matris nedeniyle biikiilmeye karsi diren¢ ve
gecirgenlik ile tolere edilmektedir.  Ancak kikirdak dokuda goriilen patolojik
degisiklikler, dokunun molekiiler diizeninde bozulmaya ve su bilegsiminin artmasina
neden olur. Bu degisiklikler kikirdagin biyomekanik o6zelliklerini ve dokuya binen
yiikiinii  degistirir boylece cesitli deformasyonlar olusabilmektedir (Felson ve
Lawrence, [2000).



1.2.2.3. Akut Eklem Hasar1 ve Eklem Deformasyonu

Eklemde meydana gelen akut zedelenmeler saglikli eklem mekanizmasini etkiler
ve ekleme binen yiikiin dagilimini degistirir.  Eklemlerde meydana gelen akut
yaralanmalarin ileriki zamanlarda osteoartrit goriilmesine neden olabilecegi
diistiniilmektedir. Hasta osteoartrit goriilme riskini tasiyorsa, ciddi yaralanmalarin bu
riski indiikledigi soylenebilir (Arden ve Nevitt, 2006). Travma sonrasi osteoartrit
gorlilmesinde bireyin viicut kitle indeksi, yiiksek hareketlilik ve eklem anatomisinin

degismesi gibi diger faktorler de etkili olabilmektedir (Felson ve Lawrence, 2000).

1.2.2.4. Maesleki Nedenler

Eklemlerin agir1 ¢alismasina ve eklemi koruyan kaslarin yorulmasina neden olan
calisma kosullar1 osteoartrit icin bir risk faktorii olusturmaktadir. Tekstil iscileri ve
ciftciler gibi fiziksel kuvvet gerektiren islerde calisanlarda, maruz kalinan ekleme
gore el, kalga ya da diz gibi bolgesel osteoartrit gelisimi gozlenebilmektedir (Felson
ve Lawrence, 2000). Ayrica merdiven ¢ikma, engebeli yolda yiiriime, ayakta bekleme
ve siirekli olarak oturma pozisyonunda calisan bireylerde de osteoartrit riski
bulunmaktadir (Cogon ve ark.,|1998).

1.2.2.5. Spor Faaliyetleri

Yapilan c¢alismalara gore hafif diizenli kosularin osteoartrit icin herhangi bir risk
olusturmadig1 ancak yarisma esashi sporlarda sporcularin risk altinda oldugu
gortilmiistiir (Buckwalter ve Lane, [1997; Kujala ve ark., 1995; Newton ve ark., 1997).
Sporcularda siklikla meydana gelen burkulma ve ekleme gelen ani yiikleme kikirdak
dejenerasyonu ile iligkili olarak osteoartrit riskini artirmaktadir (Buckwalter ve Lane,
1997} Kujala ve ark., 1995). Sporcularda goriilen bu riski azaltmada bireysel caba ve
dikkat on plana ¢ikmaktadir. Sporcu gerekirse dizlik, destek bantlar1 ve ayakkabi gibi
cesitli ekipmanlar kullanarak eklem bolgelerini koruma altina almalidir. Erken teshis,
etkili tedavi ve tamamlayici rehabilitasyon safhalar1 eklem yaralanmalari i¢in titizlikle

yapilarak osteoartrit riski azaltilmaya ¢calisilmalidir (Felson ve Lawrence, 2000).

10



1.3. Saghklh Eklem Yapisi ve Fizyolojisi

Eklem, iskeletin biitiinliigiinii ve hareketli yapisin1 saglayan bir organdir ve sahip
oldugu kompleks yapisi ve bilesenleriyle organizmanin cesitli biyolojik ve mekanik
fonksiyonlarina adaptasyon saglamistir. Eklemler temel olarak hareket kabiliyetlerine
gore; hareketsiz eklemler (synarthroses), hafif hareketli eklemler (amphiarthroses) ve
hareketli eklemler (diarthroses, diarthrodial ya da sinovyal eklem) seklinde

siniflandirilirlar (Gerwin ve ark., [2006).

Saglikli bireylerde sinovyal eklem, iki artikiiler kemigin cevresinin kas ve bag
dokusu ile sarilmasiyla oldukca spesifik bir anatomik yapiya sahiptir (Sekil 1.2). Her
bir eklem, temas alanina uygun benzersiz bir konfigiirasyona sahiptir ve kas
hareketleri ile birleserek oldukca etkili bir performans sergilemektedir. Yapisal
biitiinliigii saglamak icin eklem, i¢ yiizeyi sinovyal zar (synovium) ile kapli olan
fibroelastik bir kapsiille ¢evrilmistir. Fibroz kapsiiliin icinde kalin, birbirine paralel
kolajen lifler ve kaslardan, bag dokusundan, tendondan gelen proprioseptif cevap ve
agriy1 algilayan cesitli sinir u¢lari bulunmaktadir. Eklem yiizeyi hiyalin kikirdak ile
kaplidir ve sinoyval sivinin lubrikant etkisiyle hareket kolayligi saglanmistir. Diz ve
Temporomandibular gibi baz1 eklemlerin kavitesinde fibrokartilajindz disk seklinde
eklem stabilitesini ve ok absorbsiyonunu saglayan meniskiis adindaki yapilar
mevcuttur. Diz ekleminde ayrica Patella adi verilen yassi bir kemik yapisi dizin 6n

tarafinda yer almaktadir. (Butoescu ve ark., 2009; |Gerwin ve ark., 2006)) .

1.3.1. Sinovyal Zar

Sinovyal zar, intima ve subintima olmak {izere iki katmanlhdir ve intima kismi tip
A ve B sinovisit hiicrelerinden olugsmaktadir.  Yaklagik olarak sinovyal zar
hiicrelerinin iicte birini olusturan tip A sinovisitleri, membran i¢indeki yikim
tiriinlerinin olusumunu ve temizlenmesini saglayan makrofajlardir. Tip B sinovisitleri
en sik goriilen hiicrelerdir ve fibroblastlara benzer bir yapidadir. Olduk¢a uzun bir
aminoglikan olan hyaluronik asit sentezini gerceklestirmektedir. Subintima tabakasi
adipoz, fibroz ve gozenekli bir yapiya sahiptir. Sinovyal zarin ekstraseliilar matriksi
ise; tip VI, III, I ve V kolajen, hyaluronan, fibronektin ve proteoglikanlardan (decorin

ve biglycan) olugsmaktadir (Gerwin ve ark., [2006).
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Sekil 1.2. Eklem yapis1 (Gerwin ve ark., 2006)

Sinovyal zar, eklem homeostazin1 saglamak icin kritik bir oneme sahiptir. Zarin
ekstraseliilar matriksi, ekleme hidrolik diren¢ saglarken aymi zamanda plazmanin
kapiller duvarindan gecisi ile ultrafiltrasyonunu saglar. Tip B sinovisitleri tarafindan
sentezlenen ultrafiltrat ve hyaluronik asit, kikirdak dokular1 arasindaki siirtlinmenin
azaltilmas1 ve kondrosit metabolizmasinda beslenmenin saglanmasi i¢in oldukca
onemlidir. Sinovyal zar, eklemin hiicre aracili ve hiimoral immunite sistemi icin
anahtar bilesenlere sahiptir. Sinovyal zar icerisindeki karisik kapiller ve lenfatik ag
sayesinde eklem igindeki istenmeyen partikiiller temizlenmektedir. Son olarak,
sinovyal zar somatik ve otonomik olmak {izere sahip oldugu iki farkli yaygin sinir ag
sayesinde agrinin algilanarak iletilmesini ve sinovyal kan akisinin kontrol edilmesini

saglamaktadir (Gerwin ve ark.,[2000) .

1.3.2. Sinovyal Siv1

Sinovyal s1v1 plazmaya benzer yapiya sahip, 0.5-2.0 ml hacimde, berrak ve viskoz
bir s1vidir ve lenf kanallar1 aracilig1 ile yaklasik 2 saatlik periyotlarla yenilenmektedir.

Sinovyal sivi ve plazmanin icerdigi bilesenler ve miktarlar1 Cizelge 1.2 ’de yer
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almaktadir. Fibrinojen ve globulinler gibi biiyiik molekiiller sinovyal kapiller duvar
yiiziinden plazmadan kaviteye gecemez bu nedenle daha diisiik oranda protein icerir.
10.000 Da altindaki kiiciik molekiil agirlikli bilesikler sinovyal sivida plazma ile
aynidir. Glukoz miktari ise kondrosit hiicreleri tarafindan alindig i¢in plazmaya gore
daha diisiik orandadir. Sinovyal siviy1 plazmadan ayirt eden en 6nemli unsurlar
hyaluronik asit ve lubrisin konsantrasyonlaridir. Bu iki bilesen sivinin yiiksek
viskozitesi ve fonksiyonlar1 i¢in esansiyeldir. Sinovyal sivi, sinovyal zar ve kikirdak
doku lizerinde ince bir tabaka olusturur ve diisik kayma hizinda etkili bir
hidrodinamik lubrikasyon saglar. Burada lubrisin de yiizey aktif fosfolipitlerle
etkilesimde bulunarak 6nemli bir rol listlenir. Ayrica hyaluronik asit eklemin karsilikli
tarafindaki yiizeyleri birbirine baglayarak gerilme direnci olusturur.  Boylece
kemiklerin birbiri iizerinden serbestce kaymasini saglarken distraksiyonu Onler
(Butoescu ve ark., [2009; |Gerwin ve ark., [2006).

1.3.3. Artikiiler Kikirdak

Eklemde bulunan kemiklerin yiizeyleri hareket esnasinda siirtiinmeyi 6nlemek i¢in
tip II kolajen ve proteoglikan matristen olusan 1-5 mm kalinlikta kikirdak ile
ortiilmiistiir. Kolajen ag kikirdaga gerilme direnci vermektedir, hidrofilik
proteoglikanlar ise su absorblayarak basinca karsi diren¢ saglamakta ve yiikii
dagitmaktadir. Kikirdak yiizeyi piiriizsiiz bir yapiya sahip degildir, ylizeyde belirli
cukurluklar ve dalgalanmalar mevcuttur. Kikirdak dokusu hiposeliilerdir; sinir, damar,
lenfatik doku icermez ve dokunun beslenmesi iki adimli bir difiizyon sistemi ile
gerceklesir. Tlk olarak kan damarlarindan sinovyal siviya besin maddeleri gecer daha
sonra sinovyal sividan kikirdak hiicrelerine yani kondrositlere ulasir (Butoescu
ve ark., [2009; Gerwin ve ark., 2000) .

Artikiiler kikirdak ile subkondral kemik arasinda Sekil 1.3° de goriildiigii gibi
kalsifiye kikirdak tabakasi bulunur. Kikirdak ile kalsifiye kikirdak tidemark adi
verilen histolojik olarak ayirt edilebilen ve kikirdak dokunun minerilizasyonunu
sinirlayan bir yapr ile aynilmistir. Kalsifiye kikirdak hidroksiapetit ile sarilmig ve
metabolik olarak inaktif kondrosit iceren tip II kolajen fibril igerir. — Kalsifiye
kikirdagin alt yiizeyi kemik son plagi ile birlesmektedir (Gerwin ve ark., 2006; Jiang
ve Tuanl [2015)).
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kemik

Sekil 1.3. Kikirdak doku (Jiang ve Tuanl, 2015|D

1.3.4. Kemik

Kemik histolojik diizeyde incelendiginde kalsifiye kikirdagin altinda siingerimsi
kemik bulunmaktadir. Bu tabakanin altinda ise subkondral kemik tabakasi yer alir.
Subkondral kemik ¢ogu yerde sert kemikten daha iceridedir ve kendine 6zgili hava
kanallar1 icermektedir. Subkondriyal kemigin yapisi nedeniyle sert kemige kiyasla
yaklagik on kat daha fazla deforme olabilmektedir (Gerwin ve ark., [2006).

1.4. Osteoartrit Goriilen Eklemin Yapisi ve Fizyolojisi

Osteoartrit; kikirdak bolgesinde fokal lezyonlarin olusumu ve bu lezyonlarin
spesifik kompartmanlara yayilmasi sonucunda kikirdak yiizeyine binen yiik
dagiliminin degismesi nedeniyle eklem kikirdaginda meydana gelen kayip ile
karakterize bir hastaliktir. Kikirdak dejenerasyonu kartilaj dokunun fibrilasyonu ile
baglamaktadir.  Dokuda olusan catlaklar ilk olarak kikirdak yiizeyine paralel
olusmakta ve zamanla subkondral kemige ulagsmaktadir (Sekil 1.4). Ayrica Ilk

safhalarda yiizeyel bolgelerle sinirli kondrosit klonlanmasi goriliir.  Kikirdak
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Saghkh Eklem OA Gelisen Eklem
T o Kemigin yiizeye
4 ‘ Kikirdak hasar1 £ B! \\;‘_‘x‘ gikmas1
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Meniskopati

Kikardak
pargalanmalarn

Osteofit
Fibula
Tibia

Sekil 14. Saglikli ve osteoartrit gelisen eklem yapisi
(http://www.bouncepodiatry.com.au/conditions/leg/osteoarthritis-knee/)

kalinligindaki kayip ylizeyden baglayarak ilerlemektedir.  Sitokinlerin, biiylime
faktoriiniin ve proteazlarin fazla miktarda olmasi ile kikirdakta bozulmalar goriiliir.
Osteoartritte, romatoit artrite gore inflamasyon gelisimi sinirlidir ancak sinovisitin
gorildiigi durumlarda sinovyal zarda hiperplazi olur ve lenfositler ile mononiikleer
hiicreler varlik gosterir.  Osteoartrit goriilen eklemde kemik yeniden sekillenir,
kikirdak ¢evresinde ve subkondrial kemikte osteofit olusumu gozlenir. Subkondriyal
kemikte sertlesme ve kalinlasma gozlenir. Kan damarlar1 subkondral kemige ve
kalsifiye kemige penetre olur. Kalsifiye kikirdak endokondriyal kalsifikasyon kaynagi

haline gelir ve subkondriyal kemigin ve tride markin yeniden sekillenmesine neden

olur. Bu yeniden sekillenme sonucunda ¢oklu tride mark gozlenebilir (Gerwin ve ark.,

20006).

1.5. Osteoartrit Tedavi Yaklasimlar:

Osteoartrit, genellikle yavas ve gizli baslangichdir. Klinikte kademeli bir agri
gelisimi, eklem katiligr ve siirli eklem hareketleri ile karakterizedir. Osteoartrit
gelisimini; eklem yaralanmalar1 ve deformasyonlari, obezite, mesleki ve mesleki
olmayan fiziksel aktiviteler gibi biyomedikal faktorler ile yas, genetik faktorler,

ostrojen eksikligi, cinsiyet, diisiik kemik mineral yogunlugu ve etnik koken varligi
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gibi sistemik faktorler ©nemli derecede etkilemektedir. Osteoartrit tedavi
yaklagiminin ana prensibi, 0zellikle agrinin azaltilmasi ve eklem fonksiyonlarinin
yerine konmasi seklindedir. Bu amagla hayat tarzinin degistirilmesi, termal tedaviler,
akapunktur, uygun egzersizlerin yapilmasi gibi nonfarmakolojik tedbirler ile
farmakolojik tedavi yaklagimlar1 bir arada kullanilmaktadir. Medikal tedavi genellikle
American College of Rheumatology, European League Against Rheumatism ve
Osteoarthritis  Research International gibi uluslararas1 orgilitlerin  gelistirdigi

rehberlere gore yiiriitiilmektedir (Gerwin ve ark., [2006).

Osteoartritin patofizyolojisi tam olarak anlasilamadig i¢in hastaligi onleyici ya da
kiiratif tedavisi yapilamamakta, ancak hastanin yasam kalitesini artirmak amaciyla
semptomlart hafifletmek icin ila¢ tedavisi uygulanmaktadir (Pradal ve ark., [2012).
Tedavide genellikle analjezik ve antiinflamatuvar etki icin sistemik olarak NSAII’ ler
kullanilmaktadir ancak bunlarin uzun siireli kullanimi1 sonucunda istenmeyen GIS ve
renal yan etkileri goriilebilmektedir. Selektif COX-2 inhibitorleri de analjezik etkinlik
icin bir bagka etkin madde grubudur. Ayrica topikal olarak kapsaisin gibi maddeler de
NSAII’lere alternatif olarak kullanilabilmektedir. Antienflamatuar etkinligi sebebiyle
kortikosteroidler de osteoartrit tedavisinde kullanilmaktadir ancak yan etkilerini
elimine etmek icin IA kullanimi mevcuttur ve genellikle lidokain gibi lokal anestezik
maddelerle kombine halde kullanilmaktadir. IA enjeksiyon yoluyla hyaluronik asit
gibi viskoz maddelerin eklem i¢ine uygulanmasi da bir bagka tedavi yaklasimidir ve
sinovial sivinin viskoelastisitesini iyilestirerek eklem hasarini azaltmaktadir. Son
olarak ise kikirdak hasarin1 durduran ve eklemin fonksiyonel biitiinliigiinii restore
eden hastalik modifiye edici ilaclar kullanilmaktadir (Butoescu ve ark., 2009). Tez
kapsaminda osteoartrit tedavisinde NSAII’lerin kullanimi incelenmis ve bu gruba ait

ozellikler irdelenmistir.

1.5.1. Nonsteroidal Antiinflamatuvar ilaclar (NSAII)

Narkotik analjezikler disinda kalan analjeziklere, bu grup ilaclarin farmakolojik
etki profiline daha uygun olan bir ad ile non-steroidal antiinflamatuvar ilaclar
denilmektedir. Bu grup analjeziklerin antiinflamatuvar etkinligi steroid yapidaki
glukortikoidlere gore daha zayiftir. Analjezik etkinlikleri ise giiclii analjezikler olan,
fakat antiinflamatuvar etkinligi bulunmayan narkotik analjeziklere gore genellikle

daha azdir. Ancak, ilag bagimliligi yapmamasi, uyusukluk ve bilin¢ bulaniklig
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olusturmadiklarindan agrili hastaliklarin ¢ogunda tercihen kullanilmaktadirlar.
Ozellikle iskelet-kas sistemi hastaliklarinda ve inflamasyona bagli uzun siire analjezik
ila¢ verilmesini gerektiren durumlarda oldukga yararlidirlar. Bagimlilik yapmamalari,
antiinflamatuvar etkilerinin bulunmas1 ve terapotik etkilerine kars1 tolerans
olugsmamas1 bu grup ilaclarin degerini artirmaktadir (Kayaalp, 2005; Richy ve ark.,
2004).

NSAII’lerin sergiledigi analjezik ve antiinflamatuvar etki, prostaglandin sentezi
inhibisyonu ile gerceklesmektedir. Prostaglandin sentez yolaginin ilk basamaginda
fosfolipaz enzimi ile ya§ asitlerinden arasidonik asit sentezlenir. =~ Daha sonra
siklooksijenaz enzimi ile Prostaglandin G, (PGG3) ve bu substrattan da peroksidaz
enzimleri ile Prostaglandin H, (PGH,) sentezlenir. PGH, substratintan ise enzimler
yardimiyla prostaglandinlerin ve tromboksanlarin sentezi gerceklesir. Bu yolakta yer
alan siklooksijenaz enzimleri COX-1 ve COX-2 olmak iizere iki cesittir ve benzer
yapilara sahip olmalarina ragmen farkli etkileri vardir. COX-1 enzimi endotel
hiicreleri, monositler, plateletler, renal toplama kanallar1 ve seminal vesikiil gibi bazi
hiicre ve dokularda fizyolojik olarak yiiksek konsantrasyondadir. COX-2 enzimi ise
saglikli dokularda dedekte edilemez ve vaskiiler endotel, osteoklast, romatoid
sinovyal endotel hiicreleri, monositler ve makrofajlar gibi doku ve hiicrelerde
inflamasyon mediatorii olan lipopolisakkaritler (LPS), interlokin-1 (IL-1) ve timor
nekrozis faktor-ac (TNF-a)’nin sentezini indiikler. NSAII grubu ilaglar Sekil 1.5° de
gorildiigu gibi siklooksijenaz enzimlerinin inhibisyonunu saglayarak sentez yolagin
durdurmaktadir. NSAII’larin ¢ogu hem COX-1 hem de COX-2’yi inhibe etmeleri
inflamasyonu Onlemelerinin yanm: sira bir takim yan etkileri de beraberlerinde
getirmelerine neden olur. COX-1 enziminin inhibe edilmesi ile, gastrik mukozada
koruyucu etkileri olan PGI, ve PGE; prostaglandinler iiretilemez ve bu nedenle
gastrik ilser gibi GIS rahatsizliklar1 meydana gelebilir. Bu fonksiyonuna ek olarak
PGE,, vaskiiler kan akigini ayarlayarak bobrek fonksiyonlarinin isleyisi icin 6nemli bir
rol alir. Bu nedenle NSAII’lerin bobrek toksisitesi yapmasi olasi yan etkilerindendir
(Rao ve Knaus, 2008; Williams ve ark., |1999). Osteoartrit tedavisinde bugiine kadar
agirlikli olarak sistemik tedavi tizerinde durulmustur. Ancak tedavi amacli kullanilan
NSAIID’ lerin yan etkileri ciddi problemlere yol agmaktadir. Kronik hastaliklarin
dogasi geregi bir ilacin uzun siireli sistemik olarak kullanilabilmesi i¢in minimum yan
etkiye neden olmalidir. Bu nedenle eklem icine lokal uygulama 6n plana ¢ikarak
inflamasyonun oldugu bolgede hem yiiksek etkin madde konsantrasyonuna ulagilmasi
hem de sistemik uygulamaya gore ozellikle GIS sistem iizerindeki yan etkilerin

minimuma indirilmesi saglanmistir (Butoescu ve ark., 2009; Gerwin ve ark.,[2006).
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Sekil 1.5. NSAIl’lerin COX enzimlerini inhibisyonu (Rao ve Knaus} 2008} |[Williams ve ark.,|1999)

1.5.2. NSAIli’lerin Eklem ici Enjeksiyonu

Osteoartrit tedavisinde kullanilan piyasadaki ¢cogu ilag, oral yol ile kullanilan hizli
salim tablet ya da kapsiil seklindedir. Ancak mevcut olan veya kullanima aday olan
pek cok ilac terapotik acidan oldukca etkili olmasina ragmen oral yol ile
kullanildiklarinda diisiik biyoyararlanim sergileyebilmektedir. Ilaglarin oral yol ile
alimi klinik toksisite acisindan da onemlidir. Oral yol ile uygulanan etkin maddenin
gerekli terapotik doza ulasabilmesi igin yliksek dozlarda kullanilmasi nedeniyle
siklikla toksisite gozlemlenmektedir (Petit, 2014). Artrit tedavisi amaciyla kullanilan
NSAII’ lerin 6zellikle gastrointestinal sistemde iilser ve gastrit gibi istenmeyen
etkileri mevcuttur. Ornegin tenoksikam kullanan hastalarn % 11,4’linde
gastrointestinal rahatsizliklar goriilmiistiir (Sweetman, 2009). NSAII’lerin bu olast
yan etkileri kronik hastaliklarda kullanimini giiclestirmekte ve bu yan etkilerini

azaltacak yeni uygulama arayiglarim1 dogurmaktadir.

Osteoartrit tedavisi icin bir hekim tarafindan intraartikiiler enjeksiyon seklinde
uygulanabilen piyasa preparat drnekleri Cizelge [I.3] de yer almaktadir. Cizelgede yer
alan hyaluronik asit tiirevleri sinovyal s1vi hacmini artirmak amaciyla genellikle belirli
araliklarla toplam 3 doz olacak seklinde eklem icine uygulanir. Steroid tiirevi ilaclar

ise osteoartrit kaynakli sinovisit gelisimi gibi akut durumlarda uygulanmaktadir.
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Cizelge 1.3. Piyasada yer alan intraartikiiler kullanilan preparat ornekleri (Ustiines, 2016)

Etkin Madde Miistahzar Adi Doz Hacim Dozaj Formu
(mg/ml) (ml)

Hylan G-F 20 . 1
Synvisc 8 2 Kullanima hazir enjektor

(Sodyum hyaluronat)

Hylastan SGL-80

(Modifiye edilmis ve Jonexa 10.5 4 Kullanima hazir enjektor

edilmemis hyaluronan polimeri)

Sodyum Hyaluronat Adant 10 2,5 Kullanima hazir enjektor

Sodyum Hyaluronat Ostenil 10 2 Kullanima hazir enjektor

Betametazon asetat Celestone 3+3 1 Enjektabl siispansiyon

/sosyum fosfat iceren ampiil

Betametazon sodyum fosfat Diprospan 2+5 1 Enjektabl siispansiyon

/dipropiyonat iceren ampiil

Deksametazon fosfat Onadron 4 2 Ampiil

Triamsinolon asetonid Kenacort-A 40 1 Ampiil

Triamsinolon hekzasetonid Artropan 20 1 Enjektabl siispansiyon

iceren ampiil
Lidokain hidrokloriir Jetosel 20 2 Ampiil

Lokal anestezik grubu icerisinde yer alan ilaclar ise osteoartrit iizerine etkili
olmamakta sadece invaziv islemden kaynaklanan etkileri gidermek icin
kullanilmaktadir. Bu preparatlarin uygulanmasinda dikkat edilmesi gereken en onemli
husus herhangi bir kontaminasyonu dnlemek agisinda ¢aligma ortaminin ve kullanilan

ortamin hijyenik kosullarinin saglanmasidir (Ustiines, 2016).

Artritin lokal olarak gelismesi, ilacin direkt olarak inflamasyonun olustugu ekleme
yan etkilerin minimize edilerek IA yoldan uygulanma firsati verir. Buna ek olarak,
artritin oldukca sik goriildiigii diz, kol ve ayak eklemleri IA uygulama icin oldukca
elveriglidir. Ayrica IA plasebo uygulamalarinda % 36-86 arasinda degisen olumlu
sonuglar alinmig olmasi eklem i¢i uygulamalarini daha cazip hale getirmektedir
(Gerwin ve ark., 2006). Ilacin dogrudan ilgili dokuya verilmesi, daha diisiik dozda
ila¢ kullanimi, istenmeyen yan etkilerin ortadan kaldirilma imkani lokal uygulamay1
cazip hale getirmektedir. Ayrica artrit gelisen eklemin lokalize halde bulunmasi
eklem ici uygulamayr One c¢ikarmaktadir. Biitiin bu avantajli  ozellikler
birlestirildiginde ise; NSAII’ler gibi siirekli kullaniminda istenmeyen etkilerin

gozlendigi ilaglarin IA olarak kullanilmasi akillica olacaktir.

20



1.5.2.1. NSAIlD’lerin intraartikiiler Uygulamasim Smirlayan Unsurlar

Son zamanlarda oldukga revagta olan, ilaglarin dogrudan eklem icine verilmesinin
son derece dnemli avantajlarinin yaninda bazi problemleri de s6z konusudur. Ilaglarin
IA uygulanmasinin; enfeksiyon gelisimi, enjeksiyon sonrasi sisme, sinovial kavitenin
tolere edebildigi hacmin sinirli olmasi, enjeksiyonun dogru bodlgeye uygulanmama
ihtimali, enjeksiyon isleminin yapilabilmesi icin bir uzmanin gerekliligi gibi bazi
dezavantajlart vardir (Butoescu ve ark., 2009; |[Edwards, 2011). Intra artikiiler
enjeksiyonun bir diger olumsuz 6zelligi ise sinovyal sivida etkin maddenin kalma
stiresinin olduk¢ca az olmasidir. Etkin madde molekiilleri biiyiik oranda molekiil
biiyiikliigline bagh olarak lenfatik drenaj ile sinovyal sividan uzaklastirilmaktadir.
Ayrica, eklemde bir inflamasyon gelisti§i zaman, total protein miktarinda artma olur
ve sinovial s1vi hacminde artis goriiliir. Bu hacim artisinin etkisiyle, permeabilitede
bir artig gozlenir ve lenfatik sistemin drenaj kapasitesi artar. NSAII’lerin eklem icine
uygulamalarimin klinik a¢idan anlamli olabilmesi icin enjeksiyon sikli§inin birkag
haftada bir, hatta ayda bir seklinde yapilacak sekilde olmalidir. Bu amacla, etkin
maddenin dogrudan ilgili eklemde salimin1 gerceklestirerek etki bolgesinde yiiksek
etkin madde konsantrasyonuna olanak veren ve ayni zamanda sistemik toksisite
riskini azaltan ¢ok cesitli modifiye salim sistemleri gelistirilmektedir. Intraartikiiler
uygulamalarda modifiye salim sistemi olarak siklikla lipozom, nanopartikiiller,
mikropartikiiller ve enjekte edilebilen jel sistemleri kullanilmaktadir (Chen ve ark.,
2012b; [Edwards| 2011}, |Gerwin ve ark., |2006)).

1.5.2.2. Eklem Icine Uygulanan Modifiye Salim Sistemler

Intraartikiiler tedavi, ilacin etki bolgesine hedeflenmesini ve aymi zamanda
sistemik toksik etkinin minimize edilmesini saglamaktadir. Ancak; IA enjeksiyon
sonrasinda etkin madde hizli bir sekilde sistemik dolasima ge¢mektedir. Bu nedenle,
eklem icinde siirekli bir terapotik etkinin saglanabilmesi icin modifiye salim
sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Modifiye salim sistemlerinin kullanilmasiyla;
hedeflenen dokuda etkin maddenin artrit gelisimini etkileyebilmesi icin gerekli olan

eklem ici kalis siiresini ve etkin madde konsantrasyonunu saglamaktadir. Modifiye
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salim sistemlerinin saglamigs oldugu bu avantajlar sayesinde IA enjeksiyon siklig1
azalmaktadir (Betre ve ark., 2006 [Edwards, [2011; Zhang ve ark., 2011).

Sistemik dolagima gegis ve dokulara dagilim bakimindan IA yol, intravenoz
disindaki diger parenteral uygulamalarla benzerdir. Eklem igerisinde uzun stireli
salim yapabilen ve bu salim siiresinde eklem igerisinde modifiye salim sisteminin
lokalize kalmasini saglamak igin Cizelge [I.4] de goriildiigii gibi bir¢ok calisma
yapilmistir.  Kitozan, jelatin, PLGA ve PLLA gibi farkli polimerler kullanilarak
partikiiler sistemler gelistirilmis ve etkin madde salim siireleri 5 ile 100 giin arasinda
degisen salim siireleri elde edilmistir. Ornegin IA uygulamadan sonra lornoksikam
cozeltisinin tamami 5 saat icerisinde sinovyal sividan uzaklasmasina ragmen
lornoksikam ytiklii PLGA mikrokiireleri ile yapilan ¢alismada bu siire 800 saate kadar
uzatilmistir (Zhang ve ark., 2011). Bir bagka calismada ise PLGA nanopartikiilerine
betametazon yiiklenmis ve salim 6 haftaya kadar uzatilmistir (Horisawa ve ark.,
2002a). Salim siiresini artirmak i¢cin PLGA gibi hidrofobik karakterli polimerlerin
yan1 sira kitozan gibi hidrofilik polimerler de kullamlmigtir.  Kitozana klasik
yontemlerle etkin maddenin enkapsiile edildigi ya da etkin madde ile konjuge edilerek
salimin uzamasinin saglandigr calismalar da mevcuttur (Kang ve ark., 2014;
Kawadkar ve Chauhan, 2012).  Intraartikiiler uygulama icin kabul edilebilir
enjeksiyon siklig1 géz oOniine alindiginda etkin maddenin uygun sekilde enkapsiile
edilmesi akilci bir se¢enek olarak goziikmektedir. Ancak etkin madde saliminin tek
bagsina artirilmasi, partikiiler sistemin eklem icinde yeterli kalis siiresine sahip
olmadig: siirece bir anlam tegkil etmeyecektir. Ciinkii partikiiler sistemin etkin madde
salimi siirmesine ragmen eklem bolgesinden ayrilmasi, lokalize ilag tedavisi
mantigina aykir1 olacaktir. Bu nedenle hazirlanan partikiiler sistemlerin eklem igi
kalis siirelerini artirmak icin termojel sistemlerle kombine edildigi akilc1 ¢alismalar
yapilmustir. Chen ve arkadaslar1 yaptiklar bir ¢calismada molekiil agirhig diisiik olan
brusinin A uygulamada eklem iginde kalma siiresini artirmak ve mikrokiireden etkin
madde salimi esnasinda goriilen burst etkisini gidermek amaciyla brusin yiikli
mikrokiireler ile termojel sistemini beraber kullanmiglardir. Kullanilan termojel
sistemi 37 °C’ de jel formuna dontistiigli icin enjekte edilebilirligi uygun olan bir
formiilasyon tasarlanmistir. Yapilan bu calisma sonucunda ise brusinin mikrokiireden
20 saatten daha kisa siirede salimi, mikrokiirelerin termojel ile kombine kullanilarak
60 saate kadar c¢iktig1 gozlemlenmistir. Ayrica in vivo olarak farelerde yapilan
calismada sadece mikrokiire enjeksiyonundan sonra, yedinci giinde diz ekleminde hig
mikrokiirenin kalmadi8i, termojel-mikrokiire kombinasyonunun ise eklem ig¢indeki

mevcudiyetinin hala devam ettigi goriilmiistiir (Chen ve ark., 2012b)).
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Intraartikiiler uygulanabilen salim sistemleri gelistirilirken sadece salim siiresinin
uzatilmasi ve eklem igerisinde kalig siiresinin artirtlmast degil ayn1 zamanda tagiyici
sistemde kullanilan polimerin biyogecimli ve biyoparcalanir olmasi, parcalanma
tiriinlerinin toksik olmamasi ve hazirlanan {riiniin sterilizasyona elverisli olmasi

amaclanmalidir (Burt ve ark., 2009).

Osteoartrit tedavisinde eklem icerisine uygulanacak modifiye salim sistemlerinin;
etkin madde salim ozellikleri, eklem icerisinde kalis siireleri ve eklem igerisinde
neden olabilecekleri inflamasyon gelisimi acisindan etkili olan parametreler cesitli

bagliklar altinda incelenmistir.
fla¢ Tasiyic1 Sistemin Tipi

Eklem icerisine ¢ozelti ya da siispansiyon seklinde uygulanan etkin maddelerin
eklem icindeki yar1 Omiirleri olduk¢a kisadir (Butoescu ve ark., 2009). Etkin
maddenin eklem igerisindeki kalis siiresini artirmak amaciyla Thakkar ve arkadaglar
selekoksib yiikli kat1 lipit nanopartikiilleri gelistirmigler ve etkin madde saliminmi 8
giine kadar uzatmayi basarmiglardir (2007). Kwadkar ve Chauhan’in yaptiklar1 bir
calismada mikropartikiil formiilasyonlar1 gelistirilmis ve polimer olarak kitozan
kullanilarak fluribrofenin salim siiresi 5 giine uzatilmigtir (2012). Liang ve arkadaslar
ise; hidrofobik Ozellikteki PLLLA polimerini kullanarak mikropartikiil gelistirmis ve
etkin salim siiresini 50 giine basarili bir sekilde c¢ikarmiglardir (2004). Partikiiler
sistemlerin yani sira termojeller gibi sistemler gelistirilerek etkin madde salim
ozellikleri modifiye edilmeye calisilmistir. Ornegin Petit ve arkadaslari, eklem
icerisine verilmek iizere gelistirdikleri hidrofobik PCLA-PEG-PCLA diblok
kopolimer termojel formiilasyonlarindan selekoksib salimi 100 giine kadar uzatmay1
basarmuslardir (Petit, 2014). Etkin maddenin salim siiresinin; lipit nanopartikiiller,
polimerik mikropartikiiller ve termojeller gibi cesitli modifiye salim sistemleri

araciligi ile kullanilan materyallerin 6zelligine bagl olarak uzatilabildigi goriilmiigtiir.

Partikiil Boyutu

Bolim [[.3]de belirtildigi gibi eklem icerisinde gerceklesen hizli bir sivi
sirkiilasyou ve eklem icerisinde yer alan Tip A sinovisit hiicrelerinin fagozite
edebilme ozellikleri nedeniyle eklem icerisine verilen modifiye salim sistemlerinin
eklem kavitesinden hizlica uzaklastirilmalart miimkiin olmaktadir. Ozellikle 5 pm’

den daha kii¢iik olan yani fagositoz yapan hiicrelerden kiiciik olan partikiillerin hizlica
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sinovyal sividan uzaklastirildiklar tespit edilmistir (Champion ve ark., 2008; Hirota
ve ark., 2007; [Horisawa ve ark., [2002a,b). Nishide ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada 0-20, 20-100 ve 100-200 pm boyutlarindaki mikropartikiilleri ti¢ grup
halinde eklem igerisine uygulamiglar ve 0-20 pm boyutlarindaki mikropartikiillerin
kismi bir fagositoza ugradiklarini, 20-100 ve 100-200 pm boyutlarindaki
mikropartikiillerin fagositoza ugramadiklarim1 ancak eklem icerisinde inflamasyon
olusumuna neden olduklarini gormiistiir (1999). Horisawa ve arkadaslari, ortalama
partikiil ¢cap1 265 nm olan PLGA nanopartikiiller ve ortalama partikiil ¢cap1 26 pm
olan PLGA mikropartikiillerin karsilastirlldigi bir calismada sinovyal fagositoz
incelemesi yapmis ve nanopartikiillerin yiiksek oranda fagositoza ugradigini ve
ardindan 3-7 giin icerisinde sinovyal membrana dogru tasindigin1 gozlemlemistir.
Mikropartikiillerin ise hem fagositoza ugramadigi hem de sinovyal membrana dogru
tasinmadi81 kaydedilmis ancak mikropartikiillerin inflamasyon olusumunu tetikledigi
goriilmiistiir (Horisawa ve ark., |2002b). Sistemik olarak uygulanan modifiye salim
sistemlerinin aksine, osteoartrit goriilen eklem icerisine enjeksiyon yoOnteminde
eklemin patalojik durumu nedeniyle modifiye salim sistemlerinin protein ve
enzimlerle daha fazla etkilesim icinde olacag: diisiiniilmektedir. Bu nedenle eklem
icerisine verilecek modifiye salim sistemlerinin ilave bir inflamasyon olusumunu
tetiklemeyecek Ozellikte olmasi istenir (Butoescu ve ark.) 2009). TIla¢ tasiyici
sistemlerin eklem icerisinde fagositoza ugramadan uzun siireli lokalizasyonunun
saglanmas1 ve eklem igerisine enjeksiyonu sonrasinda herhangi bir inflamasyon
olusturmamasi igin, TA uygulanacak bir modifiye salim sisteminin sahip olmasi
gereken ideal partikiil biiylikliik araliginin 5-15 pm arasinda oldugu diisiiniilmektedir
(Butoescu ve ark., [2009; |Pradal ve ark., |2012]).

Partikiiliin Sekli ve Yiizey Yiikii

Partikiillerin boyutunun yani sira sekilleri de olusan inflamasyon cevap tizerinde
etkilidir. ~ Kiiresel sekilli partikiillerin diizensiz sekilli partikiillere gore eklem
icerisinde inflamasyon olusumunu daha az tetikledigi yapilan c¢alismalarla
belirlenmistir (Liggins ve ark., [2004; Ratcliffe ve ark., |1984).

Partikiil ylizey yiikiiniin modifiye salim sisteminin eklem icinde kalig siiresi
tizerinde etkisi incelenmis, Kim ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 calismada pozitif
ylizey yiikiine sahip partikiillerin eklem iginde kalis siirelerinde artis goriilmiistiir.
Pozitif yiiklii partikiiliin eklem kavitesinde kalig siiresinin artmasinin, eklem sivisinda

bulunan hyaluronik asit gibi negatif yiikli bilesenlerle elektriksel olarak
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etkilesmesiyle ipliksi yapilar olusturmasi sonu gerceklesebilecegini ifade etmiglerdir.
(2015).

Enjekte Edilen Partikiil Miktari

Nishide ve arkadaslarinin yaptig1 calismada eklem icine enjekte edilen partikiil
miktarinin 5 mg’ dan 40 mg’ a ¢ikmasiyla tavsanlarin beyaz kan hiicresi miktarinda
onemli bir artis oldugu goriilmiistiir (1999). Bu calismanin aksine, paksitaksel yuikli
PLGA mikropartikiilleri ile yapilan bagka bir caligmada 15 - 75 mg araliginda degisen
tek seferde enjekte edilen partikiil miktar1 saglikli tavsan diz ekleminde incelenmis ve

onemli bir fark goriilmemistir (Liggins ve ark., 2004)).

Tlag tasiyict sistemlerin eklem iginde kalis siiresini ve eklem igerisine enjeksiyonlar
sonrasinda tetikleyebilecekleri olasi inflamasyon olusumunu etkileyen parametreler
incelendiginde, eklem kavitesine uygulanan modifiye salim sisteminin tipi, partikiil
boyutu, partikiil sekli, ylizey oOzellikleri, kullanilan polimer ve enjekte edilen
miktarinin enjeksiyon sonrasi inflamasyon olusumunda ve eklem i¢i kalis siiresinde

etkili oldugu goriilmiistiir.

1.5.3. Tenoksikam

1.5.3.1. Tenoksikamin Fizikokimyasal Ozellikleri

Tenoksikam; C;3H;;N304S- kapali formiiliine sahip (Sekil 1.6), 337,4 molekiil
agirlikli, sar1 renkli, polimorfik, kristal yapisinda, pratik olarak suda ¢Oziinmeyen
diklorometan (DCM) gibi organik solvanlarda ¢oziinebilen, 151k etkisiyle bozunan bir
etkin maddedir. Bunlara ek olarak tenoksikam, asidik ve alkali ortamlarda ¢oziinen

zwitter iyon ozelligi gosteren bir maddedir (Sweetman, 2009).

1.5.3.2. Tenoksikamin Farmakodinamik Ozellikleri

Tenoksikam, NSAII sinifinda yer alan piroksikama benzer yapisiyla oksikam

grubu ilaglar icerisine girmekte ve analjezik, antiinflamatuvar ve antipiretik etkisinin
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TUPAC Adlandirmasi: 4- Hydroxy-2-methyl-N-(2-pyridyl)-
2H-thieno[2,3-e][1,2]thiazine- 3-carboxamide 1, 1-dioxide.

Sekil 1.6. Tenoksikamin molekiiler yapisi (Sweetman, 2009)

yaninda platet agregasyonunu da inhibe etmektedir. Tenoksikam, arasidonik asit
metabolizmasinda COX enzimini dolayisiyla prostaglandin sentezini inhibe ederek
antiinfamatuvar etki gostermektedir. Insan hiicreleri kullanilarak hazirlanmig COX
izoenzimi lizerinde yapilan aragtirmalarda tenoksikamin COX-1 ve COX-2
izoenzimlerini yaklagik ayni oranda inhibe ettigi gosterilmistir. In vitro 16kosit
peroksidaz testleri ile fagositoz ve cesitli 10kosit fonksiyonlarini Onleyerek ve
inflamasyon bolgesindeki aktif oksijen radikallerini bir siipiiriicii gibi ortadan
kaldirarak antiinflamatuvar etkiye katkida bulunmaktadir. Tenoksikam ayrica kikirdak
yikimin indiikleyen insan metalloproteinazlarin (stromelisin ve kollajenaz) gii¢lii bir
in vitro inhibitoriidiir (Kalan, [2010).

1.5.3.3. Tenoksikamin Farmakokinetik Ozellikleri

Tenoksikamin oral ve intramuskuler emilimi hizli ve tamdir. Tenoksikamin
ortalama goriinlir dagilim hacmi 10-12 L'dir. Kanda ilacin % 99’undan fazlasi
albiimine baghdir.  Tenoksikam, sinoviyal siviya iyi gecer; ancak maksimum
konsantrasyonlarina plazmada oldugundan daha geg ulasir. Onerilen doz rejimi giinde
bir kez 20 mg’dir. Bu doz ile kararli duruma, birikim olmadan 10-15 giin icinde
ulagilir.  Giinliik 20 mg oral dozlarda verildiginde tenoksikamin ortalama kararli
durum konsantarasyonu 10 pg/ml’dir ve bu deger 4 yila kadar siiren uygulamalarda
bile degismemektedir. Tek doz uygulama sonuglari, verilen tenoksikamin % 0,2’ sinin
anne slitiine gectigini ortaya koymaktadir. 20 mg IV tenoksikam uygulamasini izleyen

2 saat icinde, tenoksikamin viicut doku ve sivilarina dagilimi nedeniyle, plazma
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diizeyinde hizli bir diisiis gozlenir. Bu kisa donemden sonra, plazma
konsantrasyonlart acisindan IV ve oral uygulamalar arasinda fark goriilmemistir.
Tenoksikam biitliniiyle viicutta karacigerde inaktif metabolitleri olan 5’-hidroksi
tenoksikam ve glukuronat konjugatlarina doniisiirek elimine edilir ve ortalama
eliminasyon yar1 omrii 72 saattir (42-98 saat). Tenoksikamin uzun yar1 omrii oral
kullanimda giinliik tek doz halinde kullanimina olanak verir ancak uzun siireli
kullanimlarinda toksisiste riskini azaltmaya yeterli olmayabilir. Total plazma klirensi
2 ml/dk’ dir. Tenoksikam, farmakolojik olarak inaktif metobolitlerine tamamen
doniistiikten sonra atilir. Oral dozun 2/3’ Ui tenoksikamin baglica inaktif metoboliti
olan 5’-hidroksi tenoksikam halinde idrarla, geri kalan kismi ise glukuronat
konjugatlar1 halinde safra ile atilir (Day, 1991; Ustiines, 2016).

1.5.3.4. Tenoksikamin Endikasyonlari

Tenoksikam sahip oldugu farmakolojik etkilerden dolayr agrili inflamasyonlarda ve
dejeneratif iskelet kas sistemi rahatsizliklarinda kullanilmaktadir. Romatoid artrit,
osteoartrit, artroz, ankilozan spondilit ve tendinit, bursit, omuz ve kal¢a periartriti,
burkulma ve incinmeler, akut gut ve postoperatif agri gibi eklem rahatsizliklar
disindaki olgularda da endikedir (El-Gazary, 2000; Ustiines, 2016). Tenoksikamin

Tiirkiye piyasasinda yer alan miistahzarlari Cizelge[I.5] de gosterilmistir.

1.5.3.5. Tenoksikamin intraartikiiler Kullanim

Tenoksikam ile iligkili yan etkilerin basinda gastrointestinal sistem {izerindeki
istenmeyen etkileri (% 11,4) gelmektedir. Ayrica sinir sistemi (% 2,8) ve deri (% 2,5)
lizerine cesitli yan etkileri oldugu goriilmiistiir (Sweetman, 2009). Tenoksikamin
uzun sireli kullamminda bu yan etkilerini azaltmak amaciyla intra artikiiler
uygulanmasi diisliniilmiistiir. Papathanassiou yapmis oldugu ¢alismada 1 ml ksilokain
ve 2 ml tenoksikam (20 mg) ampiillerini karigtirarak 58 yas ve lizerindeki dejeneratif
osteoartrtit goriilen hastalara uygulayarak 10.giin, 1. ay ve 2. ay olmak iizere agr
degerlendirmesi, eklem hareketliligi ve hidrartoz (eklemde su birikimi) parametreleri
bakimindan inceleme yapmis ve sonug olarak herhangi bir lokal intolerans gelismeden
uzun siireli yarar sagladigini belirtmigtir (1994). Ayrica yapilan bagka calismalarda

eklem hastaliklarinin tam ve tedavisinde eklem ic¢inin optik bir aletle goriintiilenmesi
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Cizelge 1.5. Tenoksikamin piyasada yer alan miistahzarlar1 (Ustiines, 2016)

Miistahzar Adt Dozu  Dozaj Formu

Artroksin 20mg Kapsiil
Ilkoten 20mg Kapsiil
Nobateks 20 mg Tablet / Supozituvar
Film kapl1 tablet /
Oksamen 20 mg
Liyofilize toz igeren flakon
Tenoksan 20 mg Kapsiil
Tenox 20mg Kapsiil
L Film kapl1 tablet/ Supozituvar/
Tilcotil 20 mg
Liyofilize toz igeren flakon
Tilko 20mg Kapsiil
Vienoks 20 mg Film kapl tablet
Zikaral 20 mg Kapsiil

temeline dayanan artroskopi sonrasinda, tenoksikamin analjezik ve antiinflamatuvar
etkinligi incelenmis ve herhangi bir intolerans gelismeden etkinligin saglandigi
gorilmiistiir (Aktas ve ark., 2010; Colbert ve ark., 1999; Jawish ve ark., 2015).
Tenoksikamin intramuskuler ve intravenoz uygulanmasi igin gelistirilen parenteral
formiilasyonlarmin IA enjeksiyon icin tolere edilebilir bir 6zellie sahip oldugu
deneysel caligmalarla goOsterilmis ve tenoksikamin parenteral cozeltilerinin
kullanilarak yapildig1 klinik ¢alismalarda hastalarin yiiriime mesafelerinde ve giinliik
yasam aktivitelerinde artis oldugu tespit edilmistir (Evcik ve ark.; Ozyuvaci ve ark.,
20044 Papathanassiou, 1994). Ancak tenoksikamin etkinliginin kisa siirmesi ve ¢ok
stk uygulama gerekliligi uzun siireli IA kullanimina olanak vermemekte, eklem
icerisinde uzun siireli etkinligin saglanabilmesi i¢in tenoksikamin enkapsiile
edilebilecegi modifiye sali sistemlerinin gelistirilmesine yonelik arastirmalarin
yapilmasi gerekliligini ortaya cikarmistir. Yapilan literatiir incelemeleri sonucunda
tenoksikam yiiklii bir modifiye salim sisteminin IA olarak kullanildig1 bir calismaya

rastlanilmamistir.
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1.54. Kitozan

1.5.4.1. Kitozan Eldesi ve Fizikokimyasal Ozellikleri

Kitin (poly(5-(1—4)-N-acetyl-D-glucosamine), ilk kez 1884 yilinda tanimlanmis
olan beyaz, sert, elastik olmayan ve azot iceren 6nemli bir dogal polisakkarittir. Kitin,
selilozdan sonra canli organizmalar tarafindan en fazla miktarda sentezlenen
biyopolimerdir. Dogada olduk¢a yaygin bulunan bu polimerin ticari acidan en énemli
kaynaklar1 yengec ve ve karides kabuklaridir. Kitinin kismi N-deasetillenmis tiirevi
olan kitozan ise glukozamin ve N-asetilglukozamin kopolimeridir ($ekil 1.7). Kitozan
kimyasal sentez ile iiretilebildigi gibi dogal olarak da bazi mikroorganizmalar ve
mantarlar tarafindan tiretilmektedir. Ticari olarak kullanilan kitin ve kitozan sahip
olduklan ytiksek azot oram (% 6.89) nedeniyle sentetik olan siibstitiie seliiloza gore
daha cazip hale gelmistir. Ticari kitozan tiretim prosesi Sekil 1.8” de gosterildigi gibi
proteinlerden arindirilma, demineralizasyon, renk giderme ve deasetilasyon ana
basamaklarindan olusmaktadir (Dutta ve ark., 2004; [Kumar, 2000; |Rinaudo, [2006).

Kitin ve kitozan benzer kimyasal yapiya sahip olmalarima ragmen farkl
fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir. Kitin oldukca hidrofobik bir 6zellige sahip oldugu
icin suda ¢oziinmemekte, hegzafloroisopropanal ve hegzafloroaseton gibi organik
solvanlarda ¢oziinmektedir. Kitozan notral ve bazik pH’ da serbest amino gruplarina
sahip katyonik yapisi ile suda ¢oziinmemekte ancak, asidik pH degerlerinde amino
gruplar1 hidrojen alarak ¢oziiniir hale gegcmektedir. Bu nedenle kitozanin ¢oziiniirligii
serbest amino ve N-asetil gruplarinin derecesine baglidir. Kitozan genellikle % 1-3
oranlarinda asetik asit sulu c¢ozeltilerinde coziinmektedir (Sannan ve ark., [1976).
Kitozanin fizikokimyasal 6zelliklerini temel olarak deasetilasyon derecesi ve molekiil
agirh@ belirlemektedir. Deasetilasyon derecesi kitozanin ¢oziintirlilinii ve ¢ozelti
ozelliklerini etkilemektedir. Kitozanin molekiil agirli1 ise ¢ozeltinin viskozitesi ve
kitozanin deasetilasyon dercesi iizerinde etkilidir. Kitozanin molekiil agirlig1 arttikca
viskozitesi artarken kitinin kitozana doniisme siirecinde deasetilasyon derecesi
azalmaktadir. Ayrica kitin ve kitozan erime sicakliklarina ulagsmadan Once cogu
polisakkarit gibi degrade olmaktadir. Bu nedenle kitozan ile calisilirken polimerin
eritilmesi yerine uygun solvent sisteminde coOziilmesi gerekmektedir.  Polimer
konsantrasyonu, pH degeri, zit yiiklii iyon varlig1 ve ortam sicakligi olusan ¢ozeltinin

viskozitesi tizerinde etkilidir (Kumar, [2000).

30



Seliiloz

NHCOCH3

Kitin

CH20H CH20H

Kitozan

Sekil 1.7. Seliiloz, kitin ve kitozanin molekiiler yapilar1 (Kumar, 2000)

1.5.4.2. Kitozanin Farmasotik Alanda Kullanimi

Kitozanin sahip oldugu yiiksek molekiil agirlig1 ve positif yiik, ona film olusturma
ve jellesme Ozelliklerini kazandirarak onu endiistrinin bir ¢ok alaninda cazip hale
getirmistir.  Su aritma sistemleri, zararli atiklarin detoksifikasyonu ve metallerin
selagsyonunda, kozmetik, gida ve tarim sanayinde aktif olarak kullanilmaktadir. Bu
sanayilerin yan sira kitozan; biyobozunur, biyogecimli, nontoksik ve mukoadhezif
gibi istiin ozellikleri oldugu i¢in farmasotik alanda da eksipiyan olarak 6n plana
cikmustir. Kitozan hem konvensiyonel hem de modern dozaj sekillerinde
kullanilmaktadir. Tabletlerin direkt basimini saglamak ve salimi modifiye etmek, jel
ve film olusturmak, polimerik kaplama yapmak ve 1slatici ajan olarak ¢ok cesitli
amaclarla kullanilmaktadir.  Ayrica modifiye salim sistemlerinde biyoadezyon,
transmukozal etkin madde gecisi, gen terapisi ve yara iyilestirici bir c¢ok
formiilasyonda yer almaktadir (Dutta ve ark., 2004; [lium, |1998)). Eksipiyan 6zelligine

ek olarak kitozanin plazma ve karaciger trigliserit ve total kolesterol miktarin
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Yengec ve Karides Kabuklari H KITOZAN H

Kabuklarin Pargalanmasi H Yikama ve Kurutma H

Proteinlerden arindirma H Deasetilasyon (NaOH) H

Demineralizasyon i KITIN H

H Yikama ve Kurutma B i Renk Giderme H

Sekil 1.8. Kitin ve kitozanin iiretim prosesi (Dutta ve ark., 2004; Kumar, 2000; Rinaudo} |2006)

diigiirdiigli, immiin sistemi giiclendirdigi, alkali yapisindan dolay1r peptik tlser
vakalarinda hazimsizlik gidermeye yardimci oldugu, antioksidan aktivitesinin oldugu,
plazmadaki klor iyonlarin1 baglayarak tansiyon diisiiriicii etkinligine sahip oldugu,
antimikrobiyal etkinliginin ve antitiimor aktivitesinin oldugu diisliniilmektedir (Xia
ve ark., 2011). Bu etkilerinin yan1 sira kitozanin antiinflamatuvar etkisinin oldugu ve
artrit dokunun yenilenmesini sagladig1 kabul edilmektedir. Kitozanin inflamasyon
olusumundan sorumlu olan PGE,, TNF-« ve IL-15 gibi prostaglandinlerin sentezini
inhibe ederek antiimflamatuvar etki gosterdigi diistiniilmektedir (Chou ve ark., [2003).
Ayrica bu etkinlikte kitozanin hidrolizi sonucunda olusan glikozamin monomerinin
etkili oldugu one stiriilmiistiir. Glukozamin, kikirdak dokunun elastikiyet ve direng
kazanmasina yardimci olan, organizma tarafindan iiretilen dogal bir
aminopolisakkarittir. Kikirdak bolgesinde meydana gelen yaralanma veya
inflamasyon durumlarinda glukozamin absorbe edilerek yapisal yenilenmeyi
saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Bruyere ve Reginster, 2007). Yapilan klinik
calismalarda glukozaminin artrit agrisinin iki hafta icinde azalttig1 ve hastanin hareket
kabiliyetini artirdig1 goriilmiistiir (Bruyere ve ark., 2004).  Oral yolla alinan
glukozamin ve tiirevlerinin kanda kalig siireleri diisiik oldugu i¢in glukozaminin

polimerik formda verilip zamanla parcalanmasini saglamak alternatif bir strateji
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olabilecegi belirtilmistir (Kumar ve ark., 2004). Eklem i¢ine enjekte edilen kitozanin
pH 7,4°de enzimatik hidroliz sonucu glukozamin monomerlerini olusturmasi (Ren
ve ark., 2005) ve olusan glukozaminin antiinflamatuvar etkisinin ve kikirdak
yenilenmesini saglamasi miimkiin olabilir. Glukozamin ve ibuprofen ile yapilan
karsilagtirmali bir caligmada glukozaminin ibuprofene benzer bir antiinflamatuvar
cevap verdigi goriilmiistiir (Qiu ve ark., |1998)). Osteoartrit tedavisinde inflamasyonu
onlemek ve kikirdak doku yenilenmesini saglamak amaciyla kitozan ve NSAII’ler bir

arada kullanilarak sinerjik etki olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

1.5.4.3. Kitozan Mikropartikiiller

Kitozan partikiillerin hazirlanmasinda kullanilan ¢ok farkli metotlar mevcuttur.
Partikiil iiretiminde uygun yontem etkin maddenin stabilite ozellikleri, yOntemin
tekrarlanabilirligi, artitk madde kalinti oran1 ve final iirliniin stabilitesi gibi
parametreler degerlendirilerek secilmelidir (Agnihotri ve ark., 2004). Kitozan bazli
partikiiler modifiye salim sistemlerinin tretim yontemlerini alti bashik altinda

inceleyebiliriz.
Iyonik Jelasyon Yontemi

Iyonik jelasyon yontemiyle hazirlanan  mikropartikiiller, — zit  yiiklii
makromolekiillerin arasindaki etkilesim sonucunda kompleks olugmasi ile meydana
gelmektedir. Bu yOntem, basit bir prosese sahip olmasi ve toksisite riski olan
kimyasal capraz baglanma yerine elektriksel cekimler sonucu olusan geri doniistimlii
fiziksel baglarin olugmasi acisindan oldukga revactadir (Sekil 1.9). Bir polianyon olan
tripolifosfat (TPP) asidik ortamda P3;O%; anyonuna doniisiir ve katyonik kitozan
arasinda olusan elektrostatik cekim kuvvetleri sonucunda mikropartikiiller olusur
(Agnihotri ve ark., 2004; [Yang ve ark., 2009). Bu yontemde Oncelikle kitozanin sulu
cozeltisi hazirlanir. Etkin madde bu ¢ozeltide disperse edilir ya da ¢oziiliir. Daha
sonra etkin madde-kitozan karisimi yiiksek hizda karistirllirken TPP ¢ozeltisi ilave
edilir ve bir siire karistirmaya devam edilir. Daha sonra santrifiij ile toplanan
partikiiller distile su ile yikanir ve kurutulur (Santana ve ark., 2008). Ayrica ytiksek
hizda karistirllan TPP ¢ozeltisine kitozan-etkin madde karigiminin ilave edilmesiyle
de partikiiller elde edilmektedir (Bodmeier ve ark., 1989).

33



Karistirici

& TPP
Cozeltisi

NH,

CH,OH +
o NHy o
NHy* NH3" x
»

CHz0H - CH,0H

o o o
| [ ]

Loip P
0k ~0—F~o—P—q
;6 3798 T

S .
H.OH ; | CH,0H +
0% Ny . Ny
OH ™ o NoH o'l on [}
(4 o . )
¢ NH.
Ry CHLOM ! CH,OH g

Kitozan + Etken Madde

VAR

Sekil 1.9. Iyonik jelasyon yonteminin sematik hali

Emiilsiyon Capraz Baglanma Yontemi

Bu yontemin temeli kitozanin fonksiyonel amin gruplari ile ¢capraz baglama ajanin
reaksiyonuna dayanmaktadir (Sekil 1.10). Tlk olarak kitozanin sulu ¢ozeltisi yagh
fazda emiilsifiye edilir. Sulu faz damlaciklar1 uygun bir siirfaktan ile stabilize
edilmelidir. Damlaciklar olustuktan sonra gluteraldehit gibi bir capraz baglayici ilave
edilerek damlaciklarin sertlesmesi saglanir. Olusan kitozan parcaciklar filtre edilerek
uygun solvan sistemiyle yikanir ve ardindan kurutulur. Bu yontemde final {riiniin
partikiil boyutu temel olarak sulu fazin damlacik boyutu ve ¢apraz baglayic1 ajan

miktarina baghdir. Kuru partikiiller {izerinde artik capraz baglayici kalintis1 bu

yontemin dezavantaji olarak sayilabilir (Agnihotri ve ark., 2004).
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Sekil 1.10. Capraz bagh kitozan (Agnihotri ve ark., [2004])

Koaservasyon Yontemi

Bu yontem kitozanin fizikokimyasal 6zellikleri sonucunda bazik ortamda kitozanin
coziinme Ozelligini kaybetmesine dayanir. Kitozan ¢ozeltisi, sodyum hidroksit
cozeltisi gibi alkali bir ortama piiskiirtiiliir ve koaservat damlaciklar1 olusur. Olusan
koaservat damlaciklar1 capraz baglayici ile sertlestirilir. Daha sonra filtrasyon ya da
santrijiij ile partikiiller toplanir, aritilmis su ile yikama iglemi yapilir. Bu yontemle
uretilen partikiillerin asit ortam stabilitesinin daha yiiksek oldugu gorilmiistiir
(Agnihotri ve ark., 2004).

Piiskiirterek Kurutma Yontemi

Bu yontem oldukga iyi bilinen ve ¢ok cesitli amaglarla kullanilan bir yontemdir.
Yontemin prensibi piiskiirtiilen damlaciklarin sicak hava akiminda kurutulmasidir.
Kitozanin sulu ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra etkin madde bu c¢ozeltide ya disperse
edilir ya da ¢oziiliir. Daha sonra uygun capraz baglayici ajan ilave edilir. Ardindan
hazirlanan bu karisim sicak hava akimina puskiirtiiliir.  Piiskiirtme ile kiiciik
damlaciklar olusur ve solvent sicak havanin etkisiyle ortamdan uzaklagir. Bu
yontemde partikiil biiytikligiinii piiskiirtiicii agzinin biiyuikligl, piiskiirtme hizi,
pliskiirtme basinci, sicaklik ve capraz baglayici miktar1 gibi bircok parametre
etkilemektedir (Agnihotri ve ark., [2004).

Ters Miseller Yontemi

Ters miseller su fazi, yag faz1 ve silirfaktan maddenin termodinamik olarak stabil
stv1 karigimlaridir. Makroskobik olarak homojen ve izotropik, mikroskobik sikalada

ise su ve yag faz1 ince bir siirfaktan tabakasi ile ayrilmaktadir. Konvensiyonel
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emiilsiyonlarla elde edilen partikiiller hem partikiil boyutunun yiiksek olmas1 hem de
partikiil dagiliminin genis olmasi acisindan dezavantajlidir. Ters miseller yonteminde
ise oldukca kiiciik partikiil eldesi ve kontrollii partikiil boyutu dagilimi miimkiin
olabilmektedir. = YOntemin uygulanisi icin Oncelikle siirfaktan madde uygun bir
organik solventte ¢oziiliir. Daha sonra kitozan ¢ozeltisi ve etkin madde karisimi
organik faza eklenir. Herhangi bir tiirbiditeyi engellemek icin siirekli bir karigtirma
altinda fazlar karistirilmalidir. Karistirma islemi sonucunda optik olarak transparan
bir karisim elde edilir, sonrasinda capraz baglayici ilave edilerek karistirmaya
birakilir. Partikiiller sertlestikten sonra organik solvan uzaklagtirilarak kuru bir kiitle
elde edilir. Daha sonra siirfaktan maddeyi uzaklastirmak icin toz kiitle distile suda
disperse edilir ve uygun bir tuz eklenerek siirfaktanin presipite olmasi saglanir.
Partikiiller santrifiij edilerek toplanir ve yikanir. Daha sonra liyofilizasyon ile kurutma

islemi yapilir (Agnihotri ve ark., 2004).
Eleme Yontemi

Bu yontemde oncelikle kitozan ¢ozeltisi hazirlanarak etkin madde ile karistirilir.
Daha sonra gluteraldehit eklenerek ¢apraz baglanma saglanir ve yapiskan olmayan
camst bir hidrojel elde edilir. Hedeflenen partikiil boyutuna uygun olacak mesh
biiytikliigtine sahip elekten gegirilir. Olusan mikropartikiiller gluteraldehit
kalintisindan temizlenmek i¢in sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile yikanir ve kurutulur
(Agnihotri ve ark., 2004).

1.5.4.4. Kitozan Bazh Termojeller

Biyomedikal alanda kullanilan hidrojeller ilk kez 1950-1960 yillarinda Wichterle
ve Lim tarafindan glindeme getirilmistir (Wichterle ve Lim, [1960) ve giiniimiize kadar
etkin madde salim sistemleri, doku miihendisligi ve kozmetik alanda popiilaritesini
korumustur (Kumar, 2000). Hidrojeller iic boyutlu polimerik ag yapisi ile su ve diger
biyolojik sivilar1 absorplama yetenegine sahiptir. Jel yapisindaki hidrofilik gruplarin
yapisina gore hidratasyon kapasitesi degismektedir. Hidrojeller yiliksek oranda su
absorblama yeteneklerine ragmen sahip olduklari kimyasal ya da fiziksel capraz
baglar nedeniyle sulu ortamda ¢6ziinme yerine sisme davranigini sergilerler. (Hamidi
ve ark., [2008)).
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Bir grup hidrojel “akilli hidrojeller” olarak adlandirilir ve sicaklik, pH, 1s1k ya da
elektriksel degisimlerden etkilenerek in situ jellesme egilimi gosterirler (Sun ve ark.,
2007). Sicaklik etkisiyle jellesme ozelligi de8isen jeller “termojeller” ya da “1siya
duyarli hidrojeller” seklinde adlandirilirlar ve diisiik sicaklik degerlerinde diisiik
viskoziteli polimer c¢ozeltileri halinde iken sicaklik artig1 ile sol-jel gecisi sonucu
jellesirler. Termojeller son yillarda farmasotik alanda fazlaca calisilmaktadir ve kolay
uygulanabilirlik, organik solvan kalintisinin olmamasi ve salim 6zelliklerinin kontrol
edilebilmesi gibi bircok avantaji nedeniyle paranteral kullanima olduk¢a uygundur
(Supper ve ark., 2013)). Kitozan termojeller oda sicakliginda cozelti, viicut
sicakliginda ise jel formuna gecme 0zelligi ile bir¢ok lokal uygulama icin cazip hale
gelmigstir.  Doku miihendisligi alaninda doku yenilenmesini ve biyolojik tiriinlerin
kontrollii salimi (Huang ve ark. 2014; McLaughlin ve ark., 2012), nazal yolla
kontrollii insiilin salim1 (Chung ve ark., [2010), kanser tedavisinde lenfosit gibi
kontrollii hiicre ya da peptit-protein salimi1 (Chen ve ark., 2014a; Monette ve ark.,
2016) ve etkin madde salimim1 (Berrada ve ark., 2005; Ruel-Gariépy ve ark., [2004))

saglamak gibi ¢ok cesitli amaglarla kullanilmistir.

Intraartikiiler enjeksiyonunun sik araliklarla yapilmasi hasta uyuncu ve sagligi
acisindan uygun degildir. Bu nedenle osteoartrit tedavisinde partikiiler sistemlerin
etkin madde salimimin uzatilmas: amaglanmakla birlikte ayni zamanda eklem
icerisinde kalis siirelerinin de artirllmas1 gereklidir. Bu noktada ise devreye termojel
yapilart girmektedir. ~ Yapilan calismalarda partikiiler sistemlerin termojeller ile
kombine halde eklem ic¢ine uygulandigi goriilmiistiir. Arunkumar ve arkadaslarinin
yapmis oldugu calismada polikaprolakton partikiilleri hazirlanarak kitozan termojel
icerisinde ratlarin diz eklemlerine enjekte edilmis ve c¢alisma sonucunda
mikropartikiillerin eklem icinde kalis siiresi 3 hafta iken termojel icerisinde
verildiginde bu siirenin 6 haftaya kadar ¢iktig1 gortilmiistiir (2016). Ayni sekilde Chen
ve arkadaglarmin yaptigi calismada da kitozan partikiillerin kitozan termojel
icerisinde ratlara uygulanmasiyla eklem icersinde kalis siiresinin arttig1
gozlemlenmistir (2012b). Yapilan ¢alismalar goz Oniine alindiginda bu yaklagimin

basarili oldugu soylenebilir.

Termojel yapiminda  poli(N-izopropilakrilamit),  poloksamer,  polietilen
oksit/PLGA, seliiloz tiirevler, ksiloglukan ve kitozan/poliol gibi bircok polimerik
materyal kullanilmaktadir (Ruel-Gariepy ve Leroux, 2004). Bu tez c¢alismasinda
kitozan/poliol termojel yapisi incelenmistir. Kitozan sadece asidik pH’da ¢oziinebilen

bir polimerdir ve giiclii bazlarla nétralize edildiginde cokelme gerceklesmektedir.
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Chenite ve arkadaglar1 yapmis olduklari ¢calismada herhangi bir ¢cokelme gézlenmeden
kitozan ¢Ozeltisini notrallestirmeyi ¢alismislar ve bunu kitozanin pK, degerine (6,5)
yakin, zayif bir baz olan j-gliserofosfat (6,65) ile saglamiglardir (2000). Bu sayede
notral kitozan ¢ozeltisinin organizmaya enjeksiyonundaki engel asilmistir. Kitozan,
pK, 6,5 den daha diisiik pH degerlerinde serbest amin gruplar1 proton alir ve polimer
zincirleri arasinda itme kuvvetleri artar. Boylece kitozanin ¢oziinmesi gerceklesir.
pK, degerinden daha yiikseklerde ise kitozan zincirleri notrallesir. Sicakligin artmasi

ile kitozan zincirleri hidratasyonlarin1 kaybederek zincirler arasi etkilesimlerle

jellesme prosesi gerceklesir (Ruel-Gariepy ve Leroux), 2004} Supper ve ark., 2013).

Yapilan bir ¢alismada sicaklik artisi ile kitozan zincirlerinden polianyona proton

gecisinin  indiiklendigi ve boylece kitozan-kitozan etkilesiminin  arttif1

diigiiniilmektedir (Lavertu ve ark) [2008). Jellesme prosesinde ii¢ temel

mekanizmanin oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 1.11);

i) Kitozanin pozitif yiiklii amonyum gruplar ile polianyon arasindaki elektriksel
cekim kuvvetleri,

ii) Kitozan c¢ozeltisinin notrallesmesinden sonra polimer zincirleri arasindaki
elektriksel itme kuvvetlerinin azalmasi ve hidrojen baglarinin olugmasi,

iii) Kitozan-kitozan hidrofobik etkilesimleri (Ruel-Gariepy ve Leroux) 2004} Supperi

[ve ark}, 2013).
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Asit ortamdaki kitozan c¢dzeltisine Ortam sicaklhiginin artisy ile kitozanin Kitozan zincirlerinin arasinda hidrojen
(PH= pK, (iiozany) Zayif baz ilavesi ile zaylf baza proton vermesinin baglarinin ve hidrofobik etkilesimlerin
ortamin nétralizasyonu indiiklenmesi olugmas:
Porzitif yiikk + Negatif yiik Proton aktarimi = Hidrofobik etkilesimler g-4  Hidrojen Baglar ’

Sekil 1.11. Kitozanin jellesme mekanizmasi (IRuel—Gariepy ve Lerouxl |2004|; |Supper ve ark.l, |2013I)
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1.5.5. Polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA)

1.5.5.1. PLGA Eldesi ve Genel Ozellikleri

Polilaktik-ko-glikolik asit, glikolik asit ve laktik asit siklik dimerlerinin rastgele
halka acilmasi kopolimerizasyonu ile sentezlenmesinden olusan bir kopolimerdir
(Sekil 1.12). Polimerizasyon esnasinda glikolik asit ve laktik asit arasinda ester
baglar1 ile baglanarak amorf alifatik polyester bir {iriin olusturur. PLGA genellikle
yapisinda bulundurdugu monomerlerin oranina gore tammlanmaktadir.  Ornegin
PLGA (50:50), yapisinda % 50 laktik asit ve 9% 50 glikolik asit igerdigini
gostermektedir. PLGA nin yapisindaki laktik asit oranmi arttikga polimerin lipofilikligi
de artmaktadir ve PLGA sahip oldugu lipofilik yap1 sayesinde organik solvanlarda
cozlinmektedir (Danhier ve ark., 2012 Wischke ve Schwendeman, 2008]).

O
\’)‘\() ' Sn(Oct) Sn@et)y
: ot
O Ol
O
Laktik asit Glikolik asit Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

Sekil 1.12. PLGA sentezi (Pan ve Ding, [2012)

PLGA’nin yapisinda bulunan monomerler organizmada Krebs dongiisiine katilarak
kolayca metabolize olur ve cok diislik sistemik toksisite riskine sahiptir. Amerikan
Gida ve Ilag Kurumu (FDA) ve Avrupa Ila¢ Ajans1 (EMA) tarafindan onayl olan
PLGA, etkin madde enkapsiilasyonu amaciyla siklikla kullanilan biyobozunur
polimerlerden olmugtur. PLGA’'nin su tutma ve degredasyon ozellikleri polimerin
molekiil agirligina, polimer zincirleinin u¢ gruplarina ve laktik/glikolik asit oranina
bagli olarak degismektedir. PLGA (50:50) ve diisiik molekiil agirligina sahip polimer
genellikle 4-6 hafta siireli bir salim profili vermektedir. Salim siiresi artirilmak
istenirse laktik/glikolik asit orani yiiksek polimer tiirevi kullanilabilir. Polimerin su
tutma ozelligi ise; polimer zincirlerinin metil, etil ve lauril alkol gibi alifatik gruplara
kiyasla karboksil gruplari ile bitmesiyle artmaktadir (Danhier ve ark., 2012; Wischke
ve Schwendeman, 2008)).
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1.5.5.2. PLGA Mikropartikiilleri

Polimerik partikiillerin iiretim yontemlerine gore yapilar1 degisebilir.  Etkin
maddenin partikiiliin ¢ekirdeginde yer aldigi ve etrafinin polimerik bir kilifla sarili
oldugu olusumlara nano/mikro-kapsiil adi verilirken etkin maddenin polimerik
matrikse dagilmis halde bulundugu sekillere nano/mikro-kiire denilmektedir (Danhier
ve ark., 2012). PLGA mikropartikiilleri iiretim yOntemlerini dort baghk altinda
toplayabiliriz.

Emiilsifikasyon- Coziicii Buharlastirma Yontemi

Bu yontemin esas1 yag/su ya da su/yag/su tiplerinde emiilsiyonlar olusturulmasi ve
ardindan ¢Oziiciiniin uzaklastirllmas: ile kati partikiillerin elde edilmesine
dayanmaktadir. Yag/su tipi emiilsiyonlar hidrofobik o6zellikteki etkin maddeler icin
uygunken su/yag/su tipi emiilsiyonlar peptit ve proteinler gibi hidrofilik 6zellikteki
etkin maddeler icin uygundur. Hidrofilik maddelerin yiikleme kapasitesinin ¢ok
yiiksek oldugu bazi durumlarda etkin maddenin yag fazinda disperse edilmesiyle
etkin madde-yag/su (s/o/w) tipi emiilsiyon seklinde bir tercih de miimkiin olmaktadir.
Yag/su tipi emiilsifikasyon yonteminde PLGA diklorometan, kloroform ya da
etilasetat gibi organik solvanlarda ¢oziilir ve etkin madde bu karisima eklenerek
coziinmesi saglanir. Daha sonra polivinilalkol (PVA), jelatin ya da polisorbat gibi bir
emiilgator yardim ile sulu fazda emiilsifiye edilir. Stabil bir emiilsiyon yapisinin
saglanabilmesi icin siirekli bir karisttrma yapilmalidir.  Yeterli bir karistirma
stiresinden sonra emiilsiyon damlaciklar1 katilagarak partikiiller olusur. Partikiil
boyutu karistirict tipi ve karistirma hizi, emiilgatér miktar1 ve tipi, yag ve su fazinin
viskozitesi ve sicaklik gibi bir¢ok parametreden etkilenmektedir (Alimohammadi,
2014).

Emiilsifikasyon Solvent Difiizyon Yontemi

Bu yontemde Oncelikle yag/su tipi bir emiilsiyon olusturulur. Yag fazini polimer ve
etkin maddenin organik solvandaki cozeltisi olusturur. Su fazimi ise siirfaktan
maddenin sulu ¢ozeltisi olusturur. Yag fazi su fazina eklenerek homojenize edilir ve
daha sonra emiilsiyon sistemi karistirilirken saf su eklenir. Bu agsamada faz dontistimii
olur ve i¢ fazdaki solvan disariya difiize olur ve polimerde presipitasyon gergeklesir ve

kolloidal partikiiller olusur. Bu yontem yiiksek enkapsiilasyon etkinligi saglamasi,
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scale up islemine olanak saglamasi, tekrarlanabilirli§inin iyi olmast gibi avantajlara
sahipken fazla miktarda su kullanilmas1 ve hidrofilik etkin maddelerde enkapsiilasyon

etkiliginin diislik olmas1 gibi dezavantajlara da sahiptir (Alimohammadi, 2014).
Emiilsifikasyon Ters Salting-out Yontemi

Bu yontemde polimer ve etkin madde aseton gibi su ile karisabilir bir solvanda
coziillir ve sonrasinda magnezyum kloriir ya da kalsiyum kloriir gibi bir salting-out
ajam1 ve polivinilprolidon gibi bir kolloidal stabilizan iceren sulu ¢ozeltiye aktarilir.
Giicli bir sekilde karistirma saglanir ve sonrasinda olusan emiilsiyon yeterli
miktardaki su ile diliie edilir Bu seyreltme islemi polimerin presipitasyonunu
indiikleyerek asetonun sulu faza ge¢mesini saglar. Diliisyon islemi su fazindaki tuz
konsantrasyonunda ani bir azalmaya sebep olarak i¢c fazdaki solvanin emiilsiyon
damlasindan difiize olmasini tetikler. Islem sonrasinda artik solvan ve tuzdan
arindirma islemi yapilmalidir. Bu yontemde yiiksek sicaklik kullanilmamasi 1siya

duyarli maddeler i¢in bir tercih nedeni olabilir (Alimohammadi, 2014).
Nanopresipitasyon Yontemi

Nanopresipitasyon yontemi; polimer, polimer ¢oziiciisii ve polimeri ¢cozmeyen bir
coziicii olmak lizere ii¢ temel bilesenden olusan tek basamakli bir yontemdir. Polimer
ve etkin madde su ile karisabilen aseton, etanol, metanol ya da asetonitril gibi bir
coziiciide ¢oziilir. Daha sonra bu sollisyon siirfaktan iceren sulu ¢ozeltiye damla
damla ilave edilir. Hizli bir solvent difiizyonu sonucunda partikiiller hizlica olusur
(Alimohammadi, 2014).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullamlan Aletler ve Kimyasal Maddeler

2.1.1. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Cam malzemeler

Diferansiyal Taramali1 Kalorimetri

Diyaliz Membran Zar

Filtre Kagidi

Fourier Dontigiimlii Infrared
Spektrofotometri

Hassas Terazi

Isitmali Yatay Calkalayici
Liyofilizator

Manyetik Karistiric
Membran Kiskaci

Paket Programlar

Partikiil Boyutu Ol¢iim Cihazi

Pervaneli Karistirici

pH Metre
Plastik Enjektor (23G, 25mm)
Santrifiij Cihazi

Santrifiij Tiipu

Su Aritma Sistemi

Taramal1 Eklekton Mikroskobu (SEM)

Ultrasonik Homojenizator
(Prob Sonikator)

Hazer (Tiirkiye)

Shimadzu DSC 60 (Japonya)
Sigma-Aldrich (Almanya)
Whatman (ingiltere)

Agilent Cary 630 (Diamond ATR)
(ABD)

Sartorius (Almanya)

Jeiotech (Giiney Kore)

Christ Gamma 2-16 LSC (Almanya)
Wisestir (Almanya)

Sigma-Aldrich (Almanya)

IBM SPSS 22.0.0.0

(ABD)

Malvern Mastersizer 3000 (1ngiltere)
IKA Eurostar 20 high speed digital
(Cin)

WTW InoLab (Almanya)

Ayset (Tiirkiye)

Beckman Optima XL-100K

Sigma B-30KS (Almanya)
Beckman (Almanya)

Milipor Mili-Q Gradient A10 (ABD)
Zeiss EVO LS10 (Almanya)
Bandelin Sonoplus HD 2070
(Almanya)



UV Spektrometre

Viskozimetre

Vortex

Zeta Potansiyeli Olgiim Cihaz1

Shimadzu UV 1240 (Japonya)
Brookfield RV Digital Viscometer
(ABD)

Ika (Cin)

Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments

(Ingiltere)
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2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Amonyum sodyum fosfat
dibazik tetrahidrat
Asetik Asit

Boraks

Dietileter

Diklorometan

Disodyum hidrojen fosfat dihidrat

Gluteraldehit Cozeltisi,(Grade II, 25% in H,O)

Hegzadesiltrimetilamonyum bromiir (CTAB)
Hidroklorik asit

Kitozan (HMW)

Kitozan (LMW)

Kitozan (MMW)

Magnezyum Hidroksit
Poli(laktik-ko-glikolik asit, 50:50)

(Molekiil agirlii: 40-75 kDa)
Poli(laktik-ko-glikolik asit, 75:25)

(Molekiil agirligi: 66-107 kDa)
Polivinilalkol (Molekiil agirligi: 13-23 kDa)
Potasyum dihidrojen fosfat

Sodyum Hidroksit Pellet

Sodyum Kloriir

Sodyum Tripolifosfat

Span 80

Tenoksikam

Tween 80

Sigma-Aldrich (Almanya)

Sigma-Aldrich (Almanya)
Tekkim (Tiirkiye)

Tekkim (Tiirkiye)
Riedel-de Haen (Almanya)
Merck (Almanya)
Sigma-Aldrich (Almanya)
Sigma-Aldrich (Almanya)
Riedel-de Haen (Almanya)
Fluka (Almanya)
Sigma-Aldrich (Almanya)
Fluka (Almanya)

Merck (Almanya)
Sigma-Aldrich (Almanya)

Sigma-Aldrich (Almanya)

Sigma-Aldrich (Almanya)
Carlo Erba (Fransa)
Merck (Almanya)
Molchem (Hindistan)
Sigma-Aldrich (Almanya)
Merck (Almanya)
Drogsan (TURKIYE)
Merck (Almanya)
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2.1.3. Tenoksikamin Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.1.3.1. Tenoksikamin Analizlerinde Kullamlacak Tampon Cozeltinin

Hazirlanmasi

Fostat Tamponu pH 7,4 (Phosphate Buffered Saline pH 7,4, PBS 7,4 EP 6)

Disodyum hidrojen fosfat R................... 2,38 ¢
Potasyum dihidrojen fosfat R................. 0,19¢g
Sodyum kloriir R.........cccooiiiiiiinninnn. 8,00 g
Arttilmig SU....ooeeeiiieenenee )00 IOUUR 1000 ml

Calismalarda kullanilacak tampon c¢ozelti yukaridaki formiilasyona gore
hazirlanmistir.  Formiilasyonda yer alan maddelerin tartimi yapildiktan sonra bir
miktar aritilmig suda ¢oziiliir ve sonrasinda 1000 ml’ ye aritilmig su ile tamamlanir.
Hazirlanan tamponun pH’ s1 ol¢iiliir ve 7,4’ den sapma varsa 0,1 N NaOH ya da 0,1 N
HCl ile pH ayarlamasi yapilir.

2.1.3.2. Tenoksikamin Ultraviyole (UV) Spektrumunun Alinmasi

Etkin maddenin PBS 7,4 tamponu ve DCM i¢inde hazirlanmis stok cozeltileri ile
validasyon islemi gerceklestirilmistir. Bu amacla etkin maddenin konsantrasyonu
bilinen c¢ozeltileri hazirlanmis ve 200-400 nm araliginda spektrumlart alinarak

maksimum absorbans gosterdigi dalga boylar1 (\,,4,.) belirlenmistir.

2.1.3.3. Tenoksikamin Kalibrasyon Denkleminin Belirlenmesi

Tenoksikamin PBS 7,4 tamponu ve DCM icinde 20 mg/100ml’ lik stok c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden gerekli seyreltmeler yapilarak 1-18
pg/ml konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Elde edilen bu ¢ozeltiler daha
onceden belirlenmis \,,,, degerinde okunmustur. Bu iglem her konsantrasyon igin ii¢
paralel halinde uygulanmis ve okumalar iicer defa yapilmigtir. Her bir konsantrasyon

ve buna karsilik gelen absorbans degerleri grafige gecirilerek dogru denklemleri
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hesaplanmigtir. Tez ¢alismasi boyunca yapilan analizlerde elde edilen bu denklemler

kullanilmigtir.

2.1.34. Tenoksikama Ait Kalibrasyon Dogrularinin Analitik Validasyonu

Analitik bir yontemin validasyonu, analitik uygulamalarin tasarimi icin gereken
yontemin performans karakteristigini ifade eden bir islemdir. Performans
karakteristikleri analitik parametreler seklinde tanimlanir. Bir etkin maddenin gesitli
formiilasyonlardaki miktar tayininde veya dozaj formundan salim hizinin tespitinde
kullanilan, ortamdaki miktariin belirlenmesinde secilen analiz yOnteminin
validasyonu i¢in ICH Q2(R1) kilavuzunda yer alan dogrusallik ve araligi, dogruluk ve
geri elde, kesinlik (tekrarlanabilirlik, ara kesinlik, tekrar elde edilebilirlik) ve secicilik
(selectivity) (teshis sinir1 (LOD) ve tayin sinir1 (hassasiyet, sensitivity) (LOQ)) gibi

parametreler incelenir.
Dogrusallik ve Arahgi

Bir analitik yontemin dogrusalli8i, belirli bir aralikta 6rnek icindeki analiz edilen
maddenin konsantrasyonu ile test sonuclarinin dorudan orantili olarak elde
edilmesidir. Eger dogrusal bir iliski mevcut ise, test sonuglar1 en kiiclik kareler
yontemi ile regresyon dogrusunun hesaplanmasi gibi yoOntemlerle bulunabilir.
Dogrusallifin  olusturulabilmesi i¢cin en az bes konsantrasyonda calisilmasi
Onerilmektedir (ICH Q2(R1)).

Tenoksikamin DCM ve PBS 7,4 tamponu ile 1-18 pg/ml aralifinda 7 farkh
konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlanmistir. Olgiimler yapilarak konsantrasyonlara

kars1 absorbans degerleri grafige gecirilmis ve sonuclar degerlendirilmistir.
Dogruluk ve Geri Elde

Bir analitik yontemin dogrulugu, ilgili yontemle elde edilen test sonuglart ile
gercek sonucglarin yakinligidir.  Bu islem, belirli bir aralikta olan en az ii¢
konsantrasyonda ve en az licer defa hazirlanan numune miktarlarinin yiizde geri
eldelerinin belirlenmesiyle yapilir (ICH Q2(R1)). 2, 10 ve 18 pug/ml
konsantrasyonlarinda ol¢iimler yapilarak ortalama % geri elde, standart sapma ve %

bagil sapma degerleri bulunmustur.
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Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, Onceden belirlenmis kosullar altindaki ayni
homojen 6rnekten ¢oklu 6rnek alimlar arasindaki yakinlig: ifade etmektedir. Kesinlik
tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrar elde edilebilirlik olmak lizere lic asamada
incelenir (ICH Q2(R1)).

- Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, ayni1 kosullar altindaki ve kisa zaman araliklarindaki kesinligi
ifade eder. Minimum dokuz tayin (3 farkli konsantrasyon ve 3 defa tekrar) yapilabilir
(ICH Q2(R1)). Bu amagla 2, 10 ve 18 pg/ml konsantrasyonlarinda ol¢timler yapilarak

ortalama, standart sapma ve % bagil sapma degerleri bulunmustur.
- Ara Kesinlik

Ara kesinlik; farkli giin, farkli analist ve farkli ekipman gibi ¢esitli varyanslarin
incelenmesini ifade eder. Her bir degiskenin etkisini incelemek zorunlu degildir ICH
Q2(R1)). Bu amagla 2, 10 ve 18 pg/ml konsantrasyonlarinda ol¢iimler ii¢ farkli giinde
yapilarak ortalama, standart sapma ve % bagil sapma degerleri bulunmustur. Ayrica
giinler arasinda anlamli bir fark olup olmadigini belirlemek i¢in tek yonlii varyans

analizi (ANOVA) uygulanmugtr.
- Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik, laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade eder ( isbirligi ile

yapilan c¢alismalar, genellikle yontemin standardizasyonu i¢in kullanilir) (ICH
Q2(R1)).
Secicilik

Secicilik, analiz edilen maddenin Kkirlilik, indirgeyici madde ya da matriks gibi
diger bilesenler varliginda tayin edilebilme ozelligidir (ICH Q2(R1)). Bu test igin,
formiilasyonda kullanilan maddelerin ve etkin maddenin absorbe ettikleri dalga

boylar1 incelenmistir.
Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Simir1 (LOQ)

Teshis sinir1, bir ornek icinde analiz edilen maddenin teshis edildigi ancak tayin
edilemedigi en diisiik konsantrasyonudur. Tayin simir1 ise Ornekteki analiz edilen

maddenin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlik ile kantitatif olarak tayin edilebilen en
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diisiik miktaridir ICH Q2(R1)).

Etkin maddenin DCM ve PBS 7.4 tamponu ile yedi farkli konsantrasyondaki
cozeltileri hazirlanmis ve li¢ paralel olacak sekilde absorbanslari okunarak grafige
gecirilmigtir.  Elde edilen kalibrasyon dogrularimin e8im ve kesisim degerlerinin
ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanmis ve ICH kilavuzunda verilen
denklemler kullanilarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir (ICH Q2(R1)) .

LOD = 3.3% @.1)

LOQ = 10% 2.2)

o: Regresyon dogrularinin y eksenini kesen noktalarin standart sapmasi

s: Kalibrasyon dogrusunun egimi

2.1.3.5. Tenoksikamin Coziinme Ortamlarindaki Kisa Siireli Stabilitelerinin

Incelenmesi

Etkin maddenin kullanilan ¢6ziinme hiz1 ortamlarindaki dayanikliligz ile ilgili bilgi
edinmek amaciyla PBS 7.4 tamponu ortamindaki kisa siireli stabilite incelemesi
yapilmistir. Kisa stireli stabilite calismalari icin tenoksikamin PBS 7,4 tamponu
icindeki 2, 10 ve 16 pg/ml konsantrasyonlarindaki c¢ozeltileri hazirlanmig ve
hazirlanan ¢ozeltiler 37 °C sicaklikta 48 saat bekletilmis ve 0., 24. ve 48. saatlerde

numuneler alinarak UV spektrofotometresinde ol¢iimleri yapilmistir.

2.1.3.6. Tenoksikamin Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC) ile Analizi

Saf haldeki etkin maddenin termal davranigini tanimlamak amaciyla yapilan DSC
analizi icin 2 mg hassas olarak tartilan tenoksikam aliiminyum bir kapsiil icine
konarak preslenmistir. Preslenen kapsiil cihaza yerlestirilmis ve 20-400 °C araliginda

termal analizi yapilmistir.
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2.1.3.7. Tenoksikamin Fourier Doniisiimlii Infrared Spektrofotometre (FTIR)

ile Analizi

Tenoksikamin kimyasal yapisinin aydinlatilmasi i¢in yapilan FTIR analizinde belirli
miktar tenoksikam alinarak cihazin 1s1n yolaginda yer alan numune yerine yerlestirilmis
ve 400-4000 cm~! dalga sayilar1 arasinda spektrumu alinmustir. Tenoksikamin FTIR
ile analizinde, 14A0237001 Nolu ”Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Aragtirma
Laborauvarlariin Altyapisimin Tyilestirilmesi” baglikl altyap: projesi ile temin edilen
Agilent Cary 630 (Diamond ATR) cihazi ile yapilmistir.

2.1.3.8. Tenoksikamin Calisma Ortamlarindaki Coziiniirliigiiniin Belirlenmesi

Tenoksikamin DCM ve PBS 7.4 ortamlarinda ¢oziiniirligii belirlenmistir.
Coziinebileceginden daha fazla tenoksikam bir balon jojede 100 ml PBS 7,4 tampon
ortaminda 24 saat karistirilir ve sonrasinda 2 saat coziinmeyen kismin ¢Okmesi
beklenir ve filtrelenerek 1 ml numune alir ve gerekli seyreltmeler yapilarak 367,97
nm’de UV spektofotometresinde okunur. Ayni islem DCM ile tekrarlanir ve 345,14
nm’de UV spektofotometresinde okuma yapilarak ¢ozelti konsantrasyonlar1 bulunur.
Olgiim sirasinda yapilan seyreltmeler dikkate alinarak tenoksikamin ¢oziiniirliigii

hesaplanir.

2.1.3.9. Tenoksikamin Stabilite Tayini

Tenoksikamin farkli ortamlarindaki stabilitesinin tayini diisiik (2 pug/ml), orta (10
pg/ml) ve yiiksek (16 pg/ml) seklinde 3 farkli konsantrasyonda PBS 7,4 tamponu ile
hazirlanan ¢ozeltilerinde incelenmigtir. Hazirlanan ¢ozeltiler 50 ml’lik cam balon joje
icerisinde 25 °C’ de giin 15181nda ve karanlikta % 60 bagil nem iceren, 40 °C’de % 75
bagil nem iceren ve 4 °C’de buzdolabi ortamlarindaki ii¢ aylik stabilitesi
incelenmistir. Etkin madde ¢ozeltilerinden li¢ ay boyunca belirli araliklarla numune
aliarak UV spektrofotometresinde 367,97 nm’ de dl¢timler alinmig ve konsantrasyon

degisimleri belirlenmistir.
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2.2. Onformiilasyon Calismalari ve Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Eklem igerisine uygulanan etkin madde salim sistemlerinin pratikte anlam tagimasi
icin Bolim [I.5.2.2] de belirtildigi gibi partikiiler sistemlerin etkin madde salim
stiresinin en az li¢ hafta araliklarla enjeksiyona izin verecek sekilde uzun olmasi
gerekmektedir. Ayrica eklem igerisinde inflamasyonu minimum seviyede tetikleyecek
ozelliklere sahip olmalidir. Bunun i¢in partikiiler sistemlerin kiiresel yapida ve 5-10
pm boyutlart arasinda olmasi istenmektedir. Arzu edilen bu 6zellikleri saglamasi
amaciyla kitozan ve PLGA polimerleri kullanilarak mikropartikiil formiilasyonlar
gelistirilmistir. Ayrica partikiiler sistemlerde gozlenen burst etkisinin azaltilmasi,
partikiillerin eklem bolgesinden hizlica uzaklastirilmasini engellemek amaciyla oda
sicaklifinda enjeksiyona uygun olmast nedeniyle termojel formiilasyonlar
mikropartikiiller ile kombinasyon halinde kullanilmak iizere gelistirilmistir. Kitozan
ve PLGA mikropartikiilleri ile mikropartikiil/termojel kombinasyonlarina ait

onformiilasyon ¢alismalar1 asagida yer almaktadir.

2.2.1. Kitozan Bazh Mikropartikiil Formiilasyonlar:

H. Thakkar ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alisma incelendiginde hidrofobik bir
etkin madde icin yiiksek enkapsiilasyon etkinligine sahip, 5-10 pum boyutlarinda
emiilsiyon-kimyasal capraz baglanma yontemi ile kiiresel mikropartikiillerin elde
edildigi goriilmiistiir (2004). Onformiilasyon ¢alismalar1 bu literatiir baz alinarak
baglatilmistir.  Kitozan mikropartikiil formiilasyonlarinin hazirlanis1 su sekildedir:
Emiilsiyon yapisinda dis faz1 % 5 a/a Span 80 iceren sivi parafin olusturur. 5 g Span
80, daras1 alinmis bir behere tartilir ve terazi iizerinde 100 g’ a tamamlanir. Manyetik
karigtirict izerinde 300 rpm’ de 2 saat karistirihir. I¢ fazi ise; % 3 a/h kitozan ve % 2
a/h Tween 80 iceren % 2 h/h asetik asit ¢cozeltisi olusturmaktadir. 0,1 g kitozan tartilir
ve bir gece oncesinden 8 ml % 2 h/h asetik asit ¢ozeltisi icerisine konarak manyetik
karistirict tizerinde 300 rpm’ de karigtirilir. Kitozan tamamen ¢oziindiikten sonra 0,2
g Tween 80 ve 0,1 g hassas olarak tartilmis tenoksikam eklenir ve manyetik
karistiricida 2 saat karistirmaya devam edilir. Daha sonra elde edilen siispansiyon
ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilerek hava kabarciklarindan arindirilir ve % 2 h/h
asetik asit ¢ozeltisi ile 10 ml’ ye tamamlanir. Ardindan, 300 rpm’ de 1 saat karistirilir
ve tekrar ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilir. ~ Kullanilacak stok cozeltiler

hazirlandiktan sonra parafin ¢ozeltisinden 60 ml alimir ve 1000 rpm’ de palet
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karistiric ile karistirilir. Kitozan-etkin madde siispansiyonundan 3 ml enjektore alinir
ve damla damla si1v1 parafin iizerine eklenir. 10 dakika karigtirma iglemine devam
edildikten sonra 3 ml % 25 h/h gluteraldehit ¢ozeltisi azar azar ilave edilir ve 1000
rpm’ de 3 saat boyunca karigtirmaya devam edilir. Mikropartikiiller elde edildikten
sonra toplama ve yikama islemleri uygulanir. Tenoksikam 1siktan bozundugu i¢in tiim

islemler karanlik ortamda yapilir.

10 ml TPP + 5 ml Mg(OH),
Cozeltisi Siispansiyonu

Damla damla
ilave edilir

1 saat Santrifiyj Liyofiliztorde
TNX+ Kitozan+% 2a/h asetik > pervaneli > ile toplama > kurutma
asit ¢ozeltisi (50ml) karigtiricida ve Yikama (48 saat)
karistirma (3 tekrar)

Sekil 2.1. Tyonik jelasyon yontemi ile kitozan mikropartikiillerin iiretim diyagrami

Bu yontem ile iiretilen partikiillerde sivi parafinden arindirma islemi basar1 ile
gerceklestirilemedigi ve % 5’ in altinda enkapsiilasyon etkinligi elde edildigi icin
formiilasyon degisimine gidilmistir. Santana ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ve
patentlestirdikleri calismada iyonik jelasyon yontemi ile partikiiller tiretilmistir
(2008). Bu calismadan yola cikarak oncelikle formiilasyonlar iizerine pH’nin etkisi
incelenmis ve en uygun pH kosullarinda TPP konsantrasyonu, karigtirma hizi ve
kitozan miktar1 gibi diger parametreler degistirilierek formiilasyonlar gelistirilmistir.
Bu yontem ile iiretim Sekil 2.1’ de gosterildigi gibidir. Oncelikle hesapli miktar
kitozan 100 ml’ lik behere alimir. Uzerine 50 ml %2 a/h asetik asit ¢cozeltisi eklenir ve
manyetik karistiricida gece boyu karistirilir. Hazirlanan kitozan ¢ozeltisine 100 mg
etkin madde konur ve 1 saat karistirilir. Bagka bir beherde ise hesapli miktar TPP 10
ml distile suya eklenir ve manyetik karigtiricida 1 saat karistirtlir.  Son olarak bir
beherde 60 mg Mg(OH), , 10 ml distile suya eklenir ve manyetik karistiricida 1 saat

karigtirthir.  Hazirlanan Mg(OH), siispansiyonundan 5 ml alinarak TPP cozeltisine
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Cizelge 2.1. Kitozan mikropartikiil formiilasyonlari

Formiilasyon Kitozan TNX TPP Mg(OH)2 rpm* pH

Ad1 (%) (%) (%) (%) Kitozan Coz. TPP Coz.
CH1 0,2 0,2 0,75 0,6 800 2,09 10,60
CH2 0,2 02 0,75 - 800 3,11 8,85
CH3 0,2 0,2 0,75 0,6 800 3,37 10,78
CH4 0,2 02 0,75 0,6 800 4,11 10,45
CH5 0,2 0,2 0,75 0,6 800 5,11 10,59
CH6 0,2 0,2 1,00 0,6 400 3,37 10,78
CH7 0,2 0,2 1,00 0,6 600 3,37 10,78
CHS 0,2 0,2 1,00 0,6 800 3,37 10,78
CH9 0,2 0,2 0,50 0,6 800 3,37 10,78
CHI10 0,2 0,2 0,25 0,6 800 3,37 10,78
CH11 0,3 02 0,75 0,6 800 3,37 10,78
CH12 0.4 0,2 0,75 0,6 800 3,37 10,78

* Karistirma hizi

eklenir. Mg(OH), kullanilmayan formiilasyonda TPP konsantrasyonunu
degistirmemek icin 5 ml distile su eklenir. Hazirlanan karisimlarin pH’ lar olg¢iiliir.
Kitozan-TNX karisim1 pervaneli karistiric1 ile karistirilirken tizerine 10 ml TPP
cozeltisi ve 5 ml % 0,6 Mg(OH), siispansiyonu karisimi 1ml/dak hizinda damla damla
ilave edilir ve 1 saat siireyle karistirma islemine devam edilir. Daha sonra karigim
4000 rpm’de 15 dk siiresince santrifiij edilir ve slipernatant kisimlar1 atilarak santrifiij
tiplerindeki mikropartikiillerin tizerine 7,5 ml’ ser distile su konur ve vorteks
yardimiyla restispande edilir. Tekrar 4000 rpm’ de 15 dk siiresince santrifiij edilir. Bu
islem 3 defa tekrarlanir ve yikanan partikiiller 3 ml distile suda resiispande edilerek
-20 °C’ de dondurulur ve 48 saat boyunca liyofilizatérde kurutulur. Iyonik jelasyon
yontemi ile iretilen kitozan mikropartikiil formiilasyonlar1 Cizelge [2.I} de

gosterilmektedir.

2.2.2. PLGA Bazh Mikropartikiil Formiilasyonlar:

Hazirlanan kitozan mikropartikiillerinin partikiil boyutlarinin 30 pm st sinirmi
agmasi ve etkin madde cikis hizlar1 incelendiginde arzu edilen uzun siireli salimi
karsilayamamasi gibi nedenlerden dolay: kitozana gore daha hidrofobik olan PLGA
polimeri ile mikropartikiil hazirlama secenegi degerlendirilmistir. Bolim [I.5.5.2] de
deginildigi gibi hazirlama kolaylig1 ve hidrofobik etkin maddeye uygunlugu agisindan
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emiilsifikasyon-¢oziicli buharlagtirma teknigi kullanilarak PLGA mikropartikiilleri
hazirlanmistir. Formiilasyon gelistirilirken stabilizan olarak PVA ve PVA’ nmin farklh
konsantrasyonlar1 kullanilarak farkli karistirma hizlar1 incelenmis, sonrasinda PLGA
miktar1 degistirilerek formiilasyon optimize edilmeye ¢alisilmistir. PLGA miktar1 ve
karistirma hiz1 belirlendikten sonra partikiillere pozitif yiizey yiikii saglamak amaciyla
katyonik bir stabilizan olan ve PVA’ya gore daha kii¢iik partikiil olusumunu saglayan
(Doolaanea ve ark., [2015; [Fay ve ark., 2010; Shaikh ve ark. [2009)
Hegzadesiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) secilerek formiilasyonlar gelistirilmistir.
Bu asamada kullanilan CTAB konsantrasyonunun ve PLGA tipinin partikiil

biiytikliigii ve ylizey yiikii izerine etkisi incelenmistir.

PLGA+TNX+DCM
(5ml)

Damla damla
ilave edilir

4 saat Santrifiij Liyofiliztorde
PVA ya da CTAB Sulu ervaneli ile toplama kurutma
o > | P —> —>
Cozeltisi karistiricida ve Yikama (48 saat)
(35 ml) karigtirma (3 tekrar)

Sekil 2.2. Emiilsifikasyon-¢oziicii buharlastirma teknigi ile PLGA mikropartikiillerin iiretim diyagrami

PLGA mikropartikiillerinin iiretim prosesi Sekil de verildigi gibidir. Hesaplh
miktar PLGA ve tenoksikam 10 ml’ lik bir behere alinir ve tizerine 5 ml DCM ilave
edilir. Daha sonra agzi kapali bir sekilde 1 saat boyunca 300 rpm’ de manyetik
karistiric1 iizerinde karistirilir. Bagka bir beherde ise hesapli miktar PVA ya da CTAB
35 ml distile suda 1 saat boyunca 300 rpm’ de 1sitmali manyetik karistiric iizerinde
60 °C’ de kangtirilir. Hazirlanan sulu ¢ozelti oda sicakligina indiginde pervaneli
karistircida karigtirmaya baslanir.  Sonrasinda bir pipet yardimiyla PLGA-TNX
cozeltisi damla damla ilave edilerek karistirmaya devam edilir. PLGA-TNX c¢ozeltisi

ilave edildikten sonra DCM’nin ortamdan uzaklagmasi i¢in 4 saat boyunca karistirilir.
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4 saatin sonunda sertlesen partikiiller 15000 rpm’ de 15 dk santrifiijlenir ve
slipernatant kisimlar1 atilarak santrifiij tiiplerindeki mikropartikiillerin iizerine 7,5 ml’
ser distile su konur ve vorteks yardimiyla resiispande edilir. Tekrar 15000 rpm’ de 15
dk stiresince santrifiij edilir. Bu islem 3 defa tekrarlanir ve yikanan partikiiller 3 ml
distile suda resiispande edilerek -20 °C’ de dondurulur ve 48 saat boyunca
liyofilizatorde kurutulur. Emiilsifikasyon-¢oziicli buharlastirma yontemi ile iiretilen

mikropartikiil formiilasyonlar1 Cizelge 2.2 de gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. PLGA mikropartikiil formiilasyonlar1

Formiilasyon PLGA PLGATipi TNX PVA CTAB Karistirma Hiza
Ad1 (%*) L:G) (%) (%*) (%%) (rpm)
P1 1 (50:50) 1 1 - 400
P2 1 (50:50) 1 1 - 800
P3 1 (50:50) 1 3 - 800
P4 1 (50:50) 1 5 - 800
P5 2 (50:50) 1 5 - 800
P6 3 (50:50) 1 5 - 800
P7 3 (50:50) 1 - 0,5 800
P8 3 (50:50) 1 - 1,0 800
P9 3 (50:50) 1 - 1,5 800
P10 3 (75:25) 1 - 0,5 800
P11 3 (75:25) 1 - 1,0 800
P12 3 (75:25) 1 - 1,5 800

* % a/h konsantrasyon

2.2.3. Kitozan Bazh Termojel Formiilasyonlari

Intraartikiiler enjeksiyon icin tasarlanan bir formiilasyon ile etkin madde salim
stiresinin uzatilmas1 amaclanirken aym1 zamanda partikiillerin eklem icinde kalis
stirelerinin de artirilmasi1 gerekmektedir. Bu nedenle Boliim de deginildigi
gibi polimerik partikiillerin termojeller ile birlikte eklem icine verilmesi giindeme
gelmistir. Bu amagla hazirlanan kitozan ve PLGA mikropartikiilleri ile birlikte eklem
icine enjekte edilebilecek, oda sicaklifinda si1vi olan ve viicut sicakliginda jellesebilen

kitozan termojel formiilasyonlar1 gelistirilmesi planlanmigtir.  Kitozan termojel
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ASP ya da Boraks
(Cozeltisi

Damla damla
ilave edilir

600 rpm’de pI—lI 7,05’ 2 dakika daha
Kitozan+% 0,5 a/h asetik manvetik ulaginca manyetik
BRSO —> y ~> Y
asit ¢ozeltisi karigtiricida baz,lk 902,61“ karistiricida
karistirilir ilavesi karistirilir
durdurulur

Sekil 2.3. Kitozan termojel iiretim diyagrami1

formiilasyonlar1 gelistirilirken ilk olarak hazirlanan 6rnek bir formiilasyonun farkl
sicaklik degerlerindeki fiziksel oOzellikleri incelenmistirr. ~ Bu amacla termojel
formiilasyonunun +4, +25 ve + 37 °C sicakliklarindaki fiziksel hali incelenmis ve
Sekil 2.4 de verildigi gibi termojelin +25 °C” de siv1 halde oldugu ancak +4 ve +37
°C sicaklik degerlerinde jel yapisinda oldugu belirlenmistir. Elde ettigimiz bu sonug,
hazirlayacagimiz termojel formiilasyonlarinin +25 °C’ de eklem icerisine enjeksiyona
olanak saglayacagini ve enjeksiyon sonrasi viicut sicaklifinin etkisiyle jel yapisina

gececegini diisiindiirmektedir.

Kitozan termojel formiilasyonlari, kitozanin asidik ¢ozeltisine pK, degeri kitozana
yakin olan bir zayif baz ilavesi ile hazirlanmistir. ~ Termojel formiilasyonlari
hazirlanirken oncelikle hangi molekiil agirligindaki kitozanin kullanilmasi gerektigine
karar vermek icin bu parametre degistirilerek formiilasyonlar hazirlanmistir.
Sonrasinda ise eklenen bazik ajanin tiirii ve miktar1 degistirilerek termojel 6zellikleri
incelenmigtir. Formiilasyonlarin liretim diyagrami Sekil 2.3’ de gosterildigi gibidir.
Oncelikle % 1,6 (a/h) konsantrasyonunda farkli molekiil agirlikli kitozan ¢ozeltileri
hazirlanir. Bunun icin kitozan % 0,5 (h/h) asetik asit ¢ozeltisine eklenir ve gece
boyunca manyetik karistiricidda 300 rpm’ de karistirtlir.  Daha sonra % 1-2-3 (a/h)
boraks ve % 15-30-45-60 (a/h) amonyum sodyum fosfat (ASP) ¢ozeltileri hazirlanir.
Manyetik karigtirici iizerinde 600 rpm’ de karistirilirken, zayif baz ¢ozeltileri kitozan
cozeltisine damla damla eklenir. Kitozan ¢ozeltisinin pH degeri 7,05’ e ulaginca bazik
cozelti ilavesi sonlandirilir ve 2 dakika daha karistirnlmaya devam edilir. Termojel

formiilasyonlart hazirlandiktan sonra 25 °C’ de muhafaza edilir. Hazirlanan termojel
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formiilasyonlart Cizelge 2.3[ de verilmistir. En son asamada hazirlanan termojel
formiilasyonlar1 IA uygulama icin daha 6nceden hazirlanan kitozan ve PLGA bazli

mikropartikiiller ile oda sicakliginda homojen olarak karistirilirlar.

(a) +4 °C (b) +25 °C (c) +37°C

Sekil 2.4. Kitozan termojelinin farkli sicaklik derecelerindeki sol-jel gegisi

2.3. Mikropartikiil Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

2.3.1. Mikropartikiillerin Uretim Veriminin Bulunmasi

Kitozan ve PLGA mikropartikiilleri iiretim proseslerinin son basamagi olan
liyofilizasyon isleminden sonra hassas terazide tartilarak elde edilen iiriin miktari

bulunmusg ve asagidaki formiil ile % verim hesaplanmustir.

Mikropartikiil miktar1 (mg)
Kitozan+ TNX+ TPP miktar1 (mg)

% Verim (Kitozan Mikropart.) = x100  (2.3)

Mikropartikiil miktar1 (mg)

% Verim (PLGA Mikr t.) =
oVerim ( ikropart.) PLGA+ TNX miktar1 (mg)

2100 (2.4)
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2.3.2. Mikropartikiillerin Enkapsiilasyon Etkinliginin Bulunmasi

Hazirlanan mikropartikiillerin igerdigi etkin madde miktarin1 bulmak i¢in 5 mg
mikropartikiil 50 ml DCM ile 24 saat boyunca karistirilir ve etkin maddenin
diklorometana gecmesi saglanir. Daha sonra eger gerekli ise DCM ile gerekli
seyreltmeler yapilarak 345,14 nm’ de UV spektometresinde okunur. Her bir
formiilasyon i¢in 3 paralel halinde calisilmistir. Formiilasyon igindeki etkin madde
miktar1 tespit edildikten sonra asagida yer alan formiil kullanilarak enkapsiilasyon
etkinlikleri (% EE) bulunur.

Mikropartikiil icndeki TNX miktar1 (mg)

% EE =
< Formiilasyonda kullanilan TNX miktar1 (mg)

2100 (2.5)

2.3.3. Mikropartikiillerin Partikiil Biiyiikliigii ve Dagiliminin Bulunmasi

Liyofilize mikropartikiiller, distile su igerisinde prob sonikator ile 7 cycle, % 40
giicte 2 dakika boyunca sonike edilerek siispande edilir. Hazirlanan siispansiyonlar
Ol¢ciim kabina alinarak lazer 1sik kirinimi yontemine gore Malvern Mastersizer 3000
cihaz1 ile olgiiliir.  Olgiim sonrasinda partikiillere ait kiimiilatif partikiil boyutu
egrisinde % 10’ a (d1g), % 50’ ye (d5g) ve % 90’ a (dgo) denk gelen partikiil caplari
bulunur. Partikiil dagilimini belirleyebilmek icin asagidaki formiil kullanilarak Span

degeri hesaplanir. Partikiil boyutu 6l¢iimii her numune icin 3 defa yapilmistir.

SPAN = doo — dio (2.6)
dso
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2.3.4. Mikropartikiillerin Yiizey Yiiklerinin Bulunmasi

Liyofilize mikropartikiiller, distile su igerisinde prob sonikator ile 7 cycle, % 40
giicte 2 dakika boyunca sonike edilerek siispande edilir. Hazirlanan diliie
slispansiyonlar Ol¢iim kiivetine alinarak PALS (Phase Analysis Light Scattering)
yontemi ile Ol¢lim yapan Malvern Zetasizer NanoZS ile ol¢lim yapilarak ylizey

yiikleri belirlenmistir. Her bir numune i¢in bes defa 6l¢iim yapilmugtir.

2.4. Termojel Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

24.1. Termojel Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltilerin pH Degerinin

Olciilmesi

Kitozan termojel iiretimi, asidik kitozan ¢ozeltisinin notrallestirilmesi esasina
dayanmaktadir. Termojel iiretim prosesinde kitozan c¢ozeltisine ASP ve boraks
cozeltileri, ortam pH degeri notr (7,05) oluncaya kadar eklenmektedir. Bu nedenden
dolay1 termojel iiretiminde pH kritik bir parametredir ve 6l¢iim yapilarak pH degerleri
belirlenmelidir. Termojel iiretimi i¢in hazirlanan kitozan, ASP ve boraks ¢ozeltilerinin
ve formiilasyonlarn pH degerleri 25°C” de Inolab pH 720 set mit Schott N61
Elektrode ile Olgiilerek elde edilmistir.

2.4.2. Termojel Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltilerin ve Formiilasyonlarin

Viskozite Degerlerinin Olciilmesi

Vizkozite 6l¢timleri i¢in Brookfield RV Digital Visicometer cihazi (spindle no: 92)
kullanilmagtir. Olgﬁmler 25 °C’ de 10, 20, 50 ve 100 rpm donii hizlarinda % 1,6 (a/h)
konsantrasyonunda farkli molekiil agirlikli kitozan ¢ozeltileri ve bu cozeltilere zayif
baz c¢ozeltilerinin ilavesi ile elde edilen notral kitozan ¢ozeltileri i¢in yapilmigtir. Her

bir formiilasyon i¢in ti¢ paralel analiz yapilmistir

59



2.4.3. Termojel Formiilasyonlarinin Jellesme Siirelerinin Bulunmasi

Hazirlanan notral kitozan ¢ozeltileri 4 °C, 25 °C ve 37 °C’ de bekletilerek sol-jel
gecisinin olup olmadig: tespit edilir. Daha sonra viicut sicakligi olan 37 °C’ deki
jellesme siiresinin belirlenmesi icin kitozan termojellerin jellesme siirelerinin tayini
icin 2 ml notral kitozan ¢ozeltisi 10 ml’ lik bir behere alinir ve icine manyetik balik
konur. Daha sonra manyetik karistiric1 lizerinde konulan 37 °C’ lik su banyosu
icerisine bu beher yerlestirilir ve 100 rpm’ de karistirmaya baglanir. Kronometre
tutularak manyetik baligin yalpalamaya bagladig: siire belirlenir. Her bir formiilasyon

icin li¢ paralel analiz yapilmistir.

2.4.4. Termojel Formiilasyonlarinin Enjekte Edilebilirliginin Belirlenmesi

Enjekte edilebilirlik tayini Schuetz ve arkadaslarinin yapmis oldugu test yontemi
modifiye edilerek yapilmistir (2008). Enjekte edilebilirlik i¢in 5 ml’ lik bir enjektore
ignesi (23G, 25mm) takilir ve 25 °C’ deki 1 ml nétral kitozan ¢ozeltilerinden konulur.
Enjektor dikey bir sekilde tutacak aracilifi ile sabitlenir ve iizerine 1 kg’lik agirlik
konulur. Kronometre ile 1 ml kitozan ¢ozeltisinin ne kadar siirede enjektorden

tamamen bosaldig tespit edilir. Her bir formiilasyon i¢in ii¢ paralel tayin yapilmistir.

2.5. Formiilasyonlarin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Morfolojik

Ozelliklerinin Incelenmesi

Hazirlanan kitozan mikropartikiiller, PLGA mikropartikiilleri ve kitozan
termojelleri, ve mikropartikiil/termojel kombinasyonlarindan secilen formiilasyonlar
morfolojik inceleme amaciyla taramali elektron mikroskobu ile goriintiilenmistir.
Formiilasyonlar liyofilize edildikten sonra plakalara yerlestirilmis ve ardindan altin
kaplama yapilmistir. Kaplanan formiilasyonlar Zeizz Evo LS 10 taramali elektron

mikroskobu ile goriintiilenmistir.
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2.6. Formiilasyonlarin Diferansiyel Taramal Kalorimetresi (DSC) ile Analizi

Mikropartikiil ve termojel formiilasyonlarinin termal analizleri i¢in formiilasyon
tasarimlarinda incelenen her bir parametreyi degerlendirecek sekilde her formiilasyon
grubunda yer alan Orneklerin ve bu formiilasyonlarin hazirlanmasinda kullanilan
biitiin yardimc1 maddelerin DSC analizi yapilmistir. Analiz icin hassas olarak tartilan
2 mg liyofilize numune aliiminyum kapsiillere konulmustur. Hazirlanan kapsiiller
preslenerek cihaza yerlestirilmis ve 20-400 °C araliginda 10 °C/dak hizda

termogramlar elde edilmistir.

2.7. Formiilasyonlarin Fourier Doniisiimlii Infrared Spektrofotometre (FTIR)

ile Analizi

Calismamizda mikropartikiill ve termojel formiilasyonlar1 icinden incelenen
formiilasyon parametrelerini yansitan liyofilize formiilasyonlar secilerek Bolim
de belirtilen sekilde FTIR spektrumlari alinmigtir.

2.8. Formiilasyonlardan Etkin Madde Cikis Profillerinin incelenmesi

Mikropartikiil ve mikropartikiil/termojel kombinasyonlarindan tenoksikamin in
vitro salim deneyi diyaliz membran yontemi kullanilarak yapilmistir.
Formiilasyonlarin etkin madde ¢ikis profillerinin incelenmesi icin hesapli miktar
mikropartikiil 2 ml PBS 7,4 tamponunda prob sonikator ile 7 cycle, % 40 giicte 2
dakika boyunca sonike edilerek disperse edilir. Disperse partikiiller onceden hidralize
edilmis dializ torbaya (MA:12000 Da) konularak iki ucu klips ile kapatilir. Diyaliz
torba 98 ml PBS 7,4 tamponuna daldirilarak 37 °C’ de yatay karistiricida 50 rpm’ de
karigtirilir. Onceden belirlenmis araliklarda ¢oziinme ortamlarindan 5° er ml drnek
almir ve yerine taze 5 ml PBS 7,4 tamponu konur.  Alman Ornekler UV
spektrofotometre ile 367,97 nm’ de ol¢iiliir. Cozlinme hiz1 deneyinde in vivo kosullar
taklit etmek icin onemli bir parametre olan sink kosulun saglanmasi icin gerekli
hesaplar yapilarak calisma ortami 100 ml olarak belirlenmis ve her 6l¢lim sonrasinda
ortam hacminin degismemesi i¢in alinan 5 ml numunenin yerine 5 ml taze tampon

cozeltisi ortama ilave edilmistir. Her bir numune icin ti¢ paralel halinde ¢alisilmistir.
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2.9. Formiilasyonlarin Etkin Madde Cikis Kinetiklerinin incelenmesi

Mikropartikiil ve mikropartikiil/termojel kombinasyonlarindan salim hizi ¢alismasi
yapilarak birim zamanda ag¢iga c¢ikan etkin madde miktarinin belirlenmesiyle ¢oziinme
hiz1 profilleri elde edilmistir. Etkin madde salim profillerinin hangi matematiksel
modelle uyum sagladigini belirlemek i¢in sifir derece, birinci derece, Hixson-Crowell,
Higuchi ve Korsmeyer Peppas kinetik modelleri uygulanmig, elde edilen bulgular
IBM SPSS 22.0.0.0 programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

2.10. Formiilasyonlarin On Stabilite Incelemesi

Hazirlanan mikropartikiillerin karanlik ortam kosullarinda 25 °C’de % 60 bagil
nem iceren, 40 °C’ de % 75 bagil nem iceren ve 4 °C’ de buzdolab1 ortamlarindaki ti¢
aylik stabilitesi incelenmistir.  Formiilasyonlarin birinci ve {i¢iinii ay sonundaki
partikiil biiytikliik ve dagilimi ile zeta potansiyeli dl¢ctimleri yapilarak mikropartikiiller

tizerindeki degisimler incelenmistir.

2.11. istatistiksel Degerlendirme

Tez calismasi sirasinda yapilan deneysel verilerin degerlendirilmesinde cesitli
istatistiksel analiz yOntemleri kullanilmistir. Analiz yonteminin validasyon
calismasinda en kiiclik kareler yontemi kullamilmistir.  Analitik yontemin tekrar
edilebilirliginin degerlendirilmesinde One-Way ANOVA testi (IBM SPSS 22.0)
kullanilmistir. Formiilasyonlarin karakteristik 6zelliklerinin degerlendirilmesinde ve
gruplarin ikili karsilastirilmasinda Tukey’s Post Hoc testi ve Paired Sample T
analizleri kullanilmistir. Analizler sonucunda elde edilen p degeri 0,05’ten kiiciik ise

istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Tenoksikamn Ozelliklerine Ait Bulgular
3.1.1. Tenoksikamin UV Spektrumu

Etkin maddenin PBS 7,4 tamponu ve DCM’ deki ¢ozeltilerinin spektrumlari
Bolim [2.1.3.2] de anlatildig: gibi alinmis ve etkin maddenin PBS 7,4’ de maksimum
absorbans gosterdigi pik Sekil 3.1’ de gosterildigi gibi 367,97 nm ve DCM’ de
maksimum absorbans gosterdigi pik Sekil 3.2 de gosterildigi gibi 345,14 nm olarak

elde edilmistir.

w
=0 wu 5 w g
2 < 2 S
© 3 g &
g 15 1% S @ E
[ Q E o =
a E c E &
g c o c e
] & ] uy 0
9 1.0 1¥® ~ <t ®
™ ci
05 - //
-
200 280 300 350

Whavelenath inm)

Sekil 3.1. Tenoksikamin PBS 7,4 ortamindaki UV spektrumu
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Sekil 3.2. Tenoksikamin DCM ortamindaki UV spektrumu

3.1.2. Tenoksikamin Kalibrasyon Dogrusu

Etkin maddenin diklorometan ve PBS 7,4 tamponu ile hazirlanan ¢ozeltilerine ait
kalibrasyon denklemleri Bolim [2.1.3.3]de anlatildigi gibi elde edilmistir ve
kalibrasyon dogrularina ait bulgular Cizelge 3.1 ve Sekil 3.3 ve 3.4’ de gosterildigi
gibidir.

Cizelge 3.1. Tenoksikamin farkli ortamlardaki kalibrasyon denklemlerine ait verileri

Calisma Ortami PBS 7.4 DCM

Egim 0,0488 0,0606

Kesisim 0,0067 0,0054

Dogru Denklemi y=0,0488x - 0.0067 y=0,0606x + 0,0054
Determinasyon Katsayisi (r?)  0,9994 0,9996
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Sekil 3.3. Tenoksikamin PBS 7,4 ortamindaki kalibrasyon denklemi
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Sekil 3.4. Tenoksikamin DCM ortamindaki kalibrasyon denklemi
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Sekil 3.5. Tenoksikamin PBS 7,4 ve DCM ortamlarina ait % 95 giiven smirlarindaki kalibrasyon
dogrulart

3.1.3. Tenoksikama Ait Kalibrasyon Dogrularimin Analitik Validasyonuna Ait
Bulgular

Tenoksikamin PBS 7,4 tamponu ve DCM ortamlar i¢in gelistirilen miktar tayini
yonteminin validasyonu Bolim [2.1.3.4]de anlatildig1 gibi yapilmis ve elde edilen
bulgular basliklar halinde verilmistir.

Dogrusallik ve Arahig:

Etkin maddenin PBS 7,4 tamponu ve DCM ile hazirlanan ¢ozeltilerine ait miktar
tayini yonteminin dogrusallik ve arali§1 calismasindan elde edilen dogru Sekil 3.5’ de

ve bu dogrulara ait parametreler ise Cizelge [3.2] de verilmistir.
Dogruluk ve Geri Elde

Etkin maddenin PBS 7,4 tamponu ve DCM ile hazirlanan ¢ozeltilerine ait miktar
tayini yonteminin dogruluk ve geri eldesine iligkin ¢alismalar sonucunda elde edilen

degerler ile bu degerlere ait parametreler Cizelge 3.3’ de verilmistir.
Kesinlik

Tenoksikamin PBS 7.4 tamponu ve DCM ile hazirlanan c¢ozeltilerine ait
kalibrasyonunun kesinliginin saptanmasinda tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik

basamaklar1 incelenmisgtir.
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Cizelge 3.2. Tenoksikamin PBS 7,4 ve DCM ortamlarindaki kalibrasyon dogrusuna ait parametreler

Ortam
Parametreler

PBS 7.4 DCM
Egim (m)

0,0488 + 0,0005 0,0606 4+ 0,0004
m+GS*
Kesisim (n)

0,0067 £ 0,0032 0,0054 4+ 0,0036
m+GS*
Determinasyon Katsayisi r?) 0,9994 0,9996
Regresyon Dogrusundan Sapmalarm 00,0078 0,0048
Standart Hatasi (Sy.x)
Lineer Regresyon Kareler Toplanm 0,5792 0,4325
Artik Kareler Toplami 0,5823 0,4336
Ortalamanin Artik Kareler Toplam1 00,5825 0,4345

* Guven Siirlari

Cizelge 3.3. Tenoksikamin PBS 7,4 tamponu ve DCM ortamlarindaki dogruluk ve geri elde degerleri

Teorik Konsantrasyon (C (ug/ml))

2 10 18
Geri elde (%) 100.370 97.170 100.346
(PBS 7,4) 100,370 97,580 100,802
101,390 97,580 100,460
101,390 98,196 100,118
101,390 97,991 101,258
102,420 97,991 100,232
ORT 101,222 97,751 100,536
SS 0,771 0,376 0,424
RSD (%) 0,762 0,385 0,422
Teorik Konsantrasyon (C (ug/ml))
2 10 16
Geri Elde (%) 100,330 100,099 99,691
(DCM) 101,155 100,099 99,691
101,155 100,099 99,897
101,155 100,099 99,897
101,980 99,769 100,103
101,980 99,934 100,103
ORT 101,293 100,017 99,897
SD 0,621 0,138 0,184
RSD (%) 0,613 0,138 0,185
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- Tekrarlanabilirlik

Tenoksikamin PBS 7.4 tamponu ve DCM ile hazirlanan ¢6zeltilerine ait bulgular
ve istatistiki bilgiler Cizelge [3.4] ve[3.5] de verilmistir.

Cizelge 3.4. PBS 7.4 i¢in tekrarlanabilirlik verileri

Teorik Konsantrasyon

2g/ml 10 pg/ml 18.g/ml
ABS C(ug/ml) ABS C(ug/iml) ABS C (ug/ml)
0,090 2,007 0,482 10,045 0,853 17,652
0,090 2,007 0,482 10,045 0,855 17,693
0,090 2,007 0,483 10,066 0,854 17,673
0,091 2,028 0,485 10,107 0,856 17,714
0,091 2,028 0,483 10,066 0,856 17,714
0,092 2,048 0,484 10,086 0,854 17,673
ORT 2,021 10,069 17,686
SS 0,017 0,024 0,019
RSD (%) 0,828 0,238 0,105
Cizelge 3.5. DCM i¢in tekrarlanabilirlik verileri
Teorik Konsantrasyon
2ug/ml 10 pg/ml 16:g/ml
ABS C(ug/iml) ABS C(ug/iml) ABS C (ug/ml)
0,121 1,908 0,600 9,812 0,963 15,802
0,121 1,908 0,600 9,812 0,965 15,835
0,121 1,908 0,601 9,828 0,963 15,802
0,119 1,875 0,603 9,861 0,963 15,802
0,121 1,908 0,603 9,861 0,967 15,868
0,118 1,858 0,603 9,861 0,967 15,868
ORT 1,894 9,839 15,829
SS 0,022 0,025 0,032
RSD (%) 1,158 0,252 0,205
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- Ara Kesinlik

Etkin maddenin PBS 7.4 tamponu ve DCM ile hazirlanan ¢ozeltilerinin farkl
giinlere ait bulgular1 ve istatistiki bilgileri Cizelge [3.6] ve da verilmistir.

I'Secicilik

Secicilik testi icin formiilasyonda kullanilan maddelerin tek basina ve etkin madde
ile ile birlikte DCM ve PBS 7.4’de hazirlanan karigimlarinin UV spektrofotometresinde

Olciimleri yapilmig ve herhangi bir ¢akisma gozlenmemistir.
Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Simir1 (LOQ)

Tenoksikamin DCM ve PBS 7.4 ortamlarindaki miktar tayin yontemlerine iliskin
hesaplanan LOD ve LOQ degerleri Cizelge de gosterilmistir.

Cizelge 3.8. Tenoksikamin farkli ortamlara ait teshis ve tayin siirlari

ORTAM LOD (ug/ml) LOQ (ug/ml)

DCM 0,378 1,146

PBS 7.4 0,626 1,896

3.1.4. Tenoksikamm Coziinme Ortamindaki Kisa Siireli Stabilite Incelemesine
Ait Bulgular

Tenoksikamin PBS 7.4 tamponu icindeki kisa siireli stabilite ¢calismalar1 Bolim

2.1.3.5] de anlatildigi gibi yapilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge [3.9] de
verilmistir.
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Cizelge 3.6. Tenoksikamin PBS 7,4 tamponundaki ara kesinlik incelemesine ait bulgular1

Teorik Konsantrasyon

2/1g/ml 10 pg/ml 18..g/ml
1. GON ABS C(ug/iml) ABS C(ug/ml) ABS C (ug/ml)
0,000 2,007 0,476 9,922 0878 18,165
0,090 2,007 0,478 9963 0877 18,144
0,091 2,028 0,478 9963 0878 18,165
0,091 2,028 0,481 10,025 0,879 18,185
0,091 2,028 0,480 10,04 0,881 18,226
0,092 2,048 0,480 10,004 0,879 18,185
ORT 2,024 9,980 18,179
SS 0.015 0,038 0,028
RSD (%) 0,762 0,377 0,154
2. GUN ABS C(ug/iml) ABS  C(ug/ml) ABS C (ug/ml)
0,090 2,007 0,482 10,045 0,883 18,267
0,090 2,007 0,482 10,045 0,885 18,308
0,090 2,07 0,483 10,066 0,884 18,288
0,091 2,028 0,485 10,107 0,882 18,247
0,091 2,028 0,483 10,066 0,882 18,247
0,092 2,048 0,484 10,086 0,884 18,288
ORT 2,021 10,069 18,274
SS 0,017 0,024 0,025
RSD (%) 0.828 0,238 0,136
3. GUN ABS C(ug/ml) ABS  C(ug/ml) ABS C (ug/ml)
0,091 2,028 0,477 9,943 0879 18,185
0,092 2,048 0,477 9,943 0879 18,185
0,092 2,048 0,479 9984 0,882 18,247
0,093 2,069 0,481 10,025 0,880 18,206
0,093 2,069 0,482 10,045 0,883 18,267
0,093 2,069 0,483 10,066 0,884 18,288
ORT 2,055 10,001 18,230
SS 0,017 0,053 0,044
RSD (%) 0.815 0,525 0,240
C (ug/ml) (Teorik) 2,000 10,000 18,000
C (ug/ml)(ORT) 2,034 10,017  18.228
ORT. SS 0,016 0,038 0,032
ORT. RSD (%) 0,802 0,380 0,177




Cizelge 3.7. Tenoksikamin DCM igindeki ara kesinlik incelemesine ait bulgular1

Teorik Konsantrasyon

2/1g/ml 10 pg/ml 16.g/ml
1. GON ABS C(ug/ml) ABS C(ug/ml) ABS C (ug/ml)
0,121 1,908 0,610 09,977 0980 16,083
0,121 1,908 0,609 09,960 0,978 16,050
0,121 1,908 0,610 09,977 0,977 16,033
0,119 1875 0,613 10,026 0,981 16,099
0,121 1,908 0,611 09,993 0,977 16,033
0,118 1,858 0,612 10,010 0980 16,083
ORT 1,894 09,991 16,063
SS 0,022 0,024 0,028
RSD (%) 1,158 0,243 0,177
2. GUN ABS C(ug/ml) ABS C(ug/ml) ABS C (ug/ml)
0,124 1,957 0,613 10,026 0,979 16,066
0,125 1,974 0,613 10,026 0,979 16,066
0,126 1,990 0,614 10,043 0978 16,050
0,126 1,990 0,612 10,010 0,977 16,033
0,128 2,023 0,610 9,977 0,980 16,083
0,128 2,023 0,614 10,043  0.981 1,099
ORT 1,993 10,021 16,066
SS 0,026 0,025 0,023
RSD (%) 1,327 0,248 0,145
3. GUN ABS C(ug/ml) ABS C(ug/ml) ABS C (ug/ml)
0,127 2,007 0,612 10,010 0,976 16,017
0,128 2,023 0,612 10,010 0977 16,033
0,128 2,023 0,612 10,010 0,974 15,983
0,128 2,023 0,612 10,010 0974 15983
0,129 2,040 0,610 9977 0979 16,066
0,129 2,040 0,611 9,993 0980 16,083
ORT 2,026 10,002 16,028
SS 0,012 0,014 0,041
RSD (%) 0,613 0,138 0,258
C (ug/ml) (Teorik) 2,000 10,000 16,000
C (ug/ml) (ORT) 1,971 10,004 16,052
SS 0,020 0,021 0,031
RSD (%) 1,033 0210 0,193




Cizelge 3.9. Tenoksikamin PBS 7,4 tamponundaki kisa siireli stabilite incelemesine ait bulgular
Zaman (saat) 0 24 48 Ortalama SS % RSD
2 1,998 1,997 1,996 1,997 0,001 0,050
10 | 10,001 10,003 10,002 10,002 0,001 0,010
18 | 18,005 18,002 18,003 18,003 0,002 0,008

Teorik Konsantrasyon

(pg/ml)

3.1.5. Tenoksikamin Diferansiyel Taramah Kalorimetresi (DSC) ile Analizine
Ait Bulgular

Tenoksikamin termal davranigini tanimlamak amaciyla Bolim 2.1.3.6° da

aciklanan sekilde DSC analizi yapilmis ve elde edilen termogram Sekil 3.6’ da yer
almaktadir.

3.1.6. Tenoksikamm Fourier Doniisiimlii Infrared Spektrofotometre (FTIR) ile
Analizine Ait Bulgular

Tenoksikamin Boliim 2.1.3.7° de belirtilen sekilde calisilarak elde edilen FTIR
spektrumu Sekil 3.7° de goriilmektedir.

72



mwW

232 480
5.00-
{\/ A3 260
0.00-
5.00"
100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 3.6. Tenoksikama ait DSC termogrami

o //
(¥

7 3063.9; 70.922
o 4
(&)
=
S 4
=
EG
w
c 4
m
=
|— —~

o

=

[=]

o

A

T T T T T T T 1T
3500 3000

Sekil 3.7. Tenoksikama ait FTIR spektrumu

T T T T T T 1T
2500 2000

Wavenumber (cm-1)

73




3.1.7. Tenoksikamin Calisma Ortamlarindaki Coziiniirliigiine Ait Bulgular

Tenoksikamin 25 °C’ de PBS 7,4 ve DCM ortamlarindaki ¢oziintirliik degerlerinin
belirlenmesi amaciyla Boliim [2.1.3.8] de agiklanan gekilde gergeklestirilen ii¢ paralel
tayin sonucunda elde edilen bulgular Cizelge [3.10] da verilmistir.

Cizelge 3.10. Tenoksikamin farkli ortamlardaki ¢oziiniirliik degerleri
Ortam  Coziiniirliik degeri (mg/ml) Standart Hata (1)

PBS 7,4 1,258 0,036
DCM 524,090 0,024

3.1.8. Tenoksikamin Stabilitesine Ait Bulgular

Boliim 2.1.3.9° da anlatilan sekilde gerceklestirilen olctimler sonucu tenoksikamin
tic aylik stabilite bulgular1 Sekil 3.8, 3.9, 3.10 ve 3.11° de verilmistir.

=#=Diisiikk Konsantrasyon ~ =#=Orta Konsantrasyon Yiiksek Konsantrasyon

0 | e — i}
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4]
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Sekil 3.8. +4 °C buzdolabindaki stabilitesi
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3.2. Mikropartikiil Formiilasyonlarina Ait Bulgular

3.2.1. Mikropartikiillerin Uretim Verimlerine Ait Bulgular

Hazirlanan cesitli mikropartikiil formiilasyonlarinda yapilan kontrollerin basinda
gelen ve Boliim 2.3.1] de belirtildigi gibi hesaplanan % iiriin verimine ait bulgular
Cizelge[3.11] de yer almaktadhr.

3.2.2. Mikropartikiillerin Enkapsiilasyon Etkinliklerine Ait Bulgular

Hazirlanan kitozan ve PLGA mikropatikiillerinin enkapstilasyon etkinliklerine ait

degerler Bolim[2.3.2] de belirtilen sekilde hesaplanmis ve elde edilen sonuglar Cizelge
B.12] de verilmistir.
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Cizelge 3.11. Mikropartikiil formiilasyonlarina ait iiretim verim degerleri

Formiilasyon Verim Formiilasyon = Verim
Ad1 (%) Ad1 (%)
CH1 33,52 P1 58,71
CH2 65,89 P2 54,91
CH3 62,43 P3 53,55
CH4 51,67 P4 51,60
CHS 54,78 P5 52,06
CH6 62,36 P6 64,58
CH7 62,62 P7 40,02
CHS 62,43 P8 60,12
CH9 44,10 P9 41,17
CHI10 -k P10 49,53
CH11 41,33 P11 44,06
CHI12 42,90 P12 29,99

*Mikropartikiil elde edilemedi

Cizelge 3.12. Mikropartikiil formiilasyonlarina ait enkapsiilayon etkinligi degerleri

Formiilasyon Enkapsiilasyon Etkinligi Formiilasyon Enkapsiilasyon Etkinligi

Ad1 (% ORT=SS, n=3) Ad1 (% ORT=SS, n=3)
CH1 42,14£3,01 P1 87,41£3,63
CH2 77,87£3,56 P2 73,03£2,87
CH3 72,1545,01 P3 57,91£2,23
CH4 54,05+5,00 P4 50,60+2,77
CH5 57,32+4,51 P5 47,40+1,51
CH6 72,18£5,01 P6 50,13+1,95
CH7 78,54+3,50 P7 56,83+1,80
CHS 78,1944,01 P8 32,90+£2,97
CHO 62,62+£5,12 P9 28,1842,22
CHI10 - % P10 42,94+2,95
CHI11 48,85+4,54 P11 25,36+1,95
CHI12 59,43+4,50 P12 15,48+1,38

*Mikropartikiil elde edilemedi



3.2.3. Mikropartikiillerin Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilimina Ait Bulgular

Hazirlanan mikropartikiil formiilasyonlarinin tamami igin partikiil biyiikligi
analizi Bolim [2.3.3]de anlatildigi sekilde yapilmustr. Kitozan ve PLGA
mikropatikiillerine ait ortalama partikiil biiylikliikleri ve partikiil biiyiikligi
dagilimini ifade eden SPAN degerleri Cizelge de verilmistir.

Cizelge 3.13. Mikropartikiil formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliikleri ve dagilimina ait bulgular

Formiilasyon Partikiil Boyutu SPAN Formiilasyon Partikiil Boyutu SPAN
Ad1 (um =+ SS, n=3) Ad1 (um £ SS, n=3)

CH1 74,60+8,67 2,52 Pl 84,70+0,95 1,15
CH2 99,97+0,25 2,32 P2 17,83+0,47 1,11
CH3 59,5743,15 2,07 P3 13,404+0,10 1,42
CH4 81,13+1,66 2,17 P4 09,2740,11 1,73
CHS5 183,7+15,5 3,15 P5 11,4340,15 1,44
CH6 54,67+2,52 3,52 P6 14,73+0,74 2,06
CH7 59,1742,80 2,48 P7 31,43+1,53 4,85
CHS 49,50+1,51 2,38 P8 12,37+0,40 2,96
CH9 64,83+4,39 5,12 P9 32,70+0,96 2,45
CHI10 -k - * P10 71,67+1,53 3,06
CHI11 85,57+11,56 5,14 P11 12,13+0,21 2,29
CHI12 106,67+4,04 3,40 P12 92,33+£2,52 3,23

* Mikropartikiil elde edilemedi

3.2.4. Mikropartikiillerin Yizey Yiiklerine Ait Bulgular

Hazirlanan Kitozan ve PLGA mikropartikiilleri i¢in zeta potansiyeli analizi Bolim
[2.3.4] de belirtilen sekilde gerceklestirilmistir. Her bir mikropartikiil formiilasyonu

icin ele edilen ortalama zeta potansiyel degerleri standart sapma degerleri ile birlikte
Cizelge[3.14] de verilmistir.
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Cizelge 3.14. Kitozan ve PLGA bazli mikropartikiil formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerleri

Formiilasyon Zeta Potansiyeli Formiilasyon Zeta Potansiyeli
Ad1 (mVZ£SS, n=5) Ad1 (mVZSS, n=5)
CH1 10,72+1,15 P1 -13,75+1,63
CH2 13,28+0,42 P2 -20,26+0,69
CH3 9,56+0,59 P3 -17,80£1,52
CH4 14,38+0,46 P4 -16,02+0,49
CH5 14,4440,62 P5 -18,34+0,69
CH6 9,67+0,66 P6 -15,00+0,62
CH7 8,201+0,24 P7 14,16£0,72
CHS 11,68+0,89 P8 31,30+£2,26
CH9 9,16£0,33 P9 32,924+1,24
CH10 -k P10 12,84+0,69
CHI11 10,30+0,73 P11 30,04+1,97
CH12 15,00+0,53 P12 32,2240,78

*Mikropartikiil elde edilemedi

3.3. Termojel Formiilasyonlarina Ait Bulgular

3.3.1. Termojel Hazirlanmasinda Kullamlan Cozeltilerin pH Degerleri

Bolim[2.4.1] de anlatildig: sekilde termojel tiretiminde kullanilan % 0,5 asetik asit
cozeltisinde hazirlanmis % 1,6 lik farkli molekiil agirlikli kitozan ¢ozeltileri ve ultra saf

su ile hazirlanmis boraks ve ASP pH ol¢timleri gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar
Cizelge [3.15[de verilmistir.

3.3.2. Termojel Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltilerin ve Formiilasyonlarin

Viskozite Degerleri

% 0,5 Asetik asit ¢ozeltisinde hazirlanmis % 1,6’ lik kitozan ¢ozeltilerinin ve
hazirlanan nétral kitozan ¢ozeltilerinin viskoziteleri Bolim 2.4.2° de anlatildig1 gibi
olgiilmiis ve elde edilen degerler Cizelge [3.16[de verilmistir. ~ Asidik kitozan
cozeltilerinin boraks cozeltileri ile nétralizasyonu sonucunda hizli presipitasyon
goriilmiis ve homojen bir karisim elde edilememistir. Bu nedenle T6, T7 ve T8

formiilasyonlarinin viskozite degerleri 6l¢iilmemistir.
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Cizelge 3.15. Cozelti pH degerleri

Cozelti pH Degeri
%1,6 a/h Kitozan Cozeltisi (LMW) 4,93
%1,6 a/h Kitozan Cozeltisi (MMW) 4,94
%1,6 a/h Kitozan Cozeltisi (HMW) 4,97
% 15 a/h ASP Cozeltisi 8,13
% 30 a/h ASP Cozeltisi 8,12
% 45 a/h ASP Cozeltisi 8,08
% 60 a/h ASP Cozeltisi 7,50
% 1 a/h Boraks Cozeltisi 9,02
% 2 a/h Boraks Cozeltisi 9,03
% 3 a/h Boraks Cozeltisi 9,05

3.3.3. Termojel Formiilasyonlarimin Jellesme Siireleri

Bolim [2.4.3]de anlatildigi sekilde yapilan jellesme siiresi tayini sonucunda,
formiilasyonlara ait 37 °C’ deki jellesme siireleri Cizelge de verilmigtir. Bu
analizde T6, T7 ve T8 formiilasyonlarinin iiretimi sirasinda presipitasyon goriildiigii

icin bu formiilasyonlar i¢in jellesme siiresi belirlenememistir.

3.3.4. Termojel Formiilasyonlarinin Enjekte Edilebilirligi

Bolim de anlatildig1 sekilde 25 °C’ de yapilan enjekte edilebilirlik testinin
sonuglart Cizelge [3.1§ de verilmistir. Bu tayinde T6, T7 ve T8 formiilasyonlarinin
tiretimi sirasinda presipitasyon goriildiigii icin bu formiilasyonlara ait enjektorden ¢ikis

siiresi belirlenememistir.
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Cizelge 3.16. Kitozan ¢ozeltilerinin ve formiilasyonlarin viskozite degerleri

Viskozite (cPS)
Cozelti Donii Hiz1 (rpm)
10 20 50 100
%]1,6 a/h Kitozan Cozeltisi LMW) 360 300 280 264
%1,6 a/h Kitozan Cozeltisi MMW)  1,88x10%  1,60x10% 1,22x103 948
%]1,6 a/h Kitozan Cozeltisi HMW) 6,12 x10%  5,50x10° 2,87x10% 1,83x10°
Tl 120 80 80 -k
T2 960 920 640 596
T3 5,92x10%  4,14x10%  2,14x10° 1,14x103
T4 1,40x10°  1,11x10% 992 760
TS 1,56x10%  1,25x10% 1,02x10° 772
T6 1,39x10%  1,07x10% 998 764
T7 _ ok _ ok _ ok _ ok
T8 _ ok _ ok _ ok _ %k
T9 _ ok _ ok _ ok _ ok
*Qlgiim yapilamadi

Cizelge 3.17. Termojel formiilasyonlarinin jellesme siireleri

Formiilasyon Adi

Jellesme Siiresi
(dakika+SS)

T1
T2
T3
T4
TS
T6

Jellesme olmadi
>30

7+0,54

540,32

540,25
1040,63

Cizelge 3.18. Termojel formiilasyonlarina ait enjektorden cikis siireleri

Formiilasyon Adi

Enjektorden Cikis Siiresi

(saniye£SS)
T1 33425
T2 35£2,7
T3 Akis gerceklesmedi
T4 85+3,0
TS 80+2,5
T6 79£2,7
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3.4. Formiilasyonlarin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Belirlenen
Morfolojik Ozelliklerine Ait Bulgular

Hazirlanan mikropartikiillerin, termojel formiilasyonlarinin ve mikropartikiil/
termojel kombinasyonlarinin sekil ve yiizey morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla

Bolim 2.5] de belirtilen sekilde SEM analizi yapilmis ve elde edilen mikrograflar

Sekil 3.12}3.22] de verilmistir.

3.5. Formiilasyonlarin Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) Analizine Ait
Bulgular

Boliim [2.6] de belirtilen sekilde yapilan analiz sonucunda elde edilen kitozan ve
PLGA bazli mikropartikiil formiilasyonlarina, kitozan termojel formiilasyonlarina ve
formiilasyonda kullanilan yardimci maddelere ait DSC termogramlar1 Sekil 3.23-3.42’

de verilmistir.
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Sekil 3.12. CH3 ve CHS formiilasyonlarina ait SEM goriintiileri
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Sekil 3.13. P2 formiilasyonuna ait SEM goriintiileri
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Sekil 3.14. P5 formiilasyonuna ait SEM goriintiileri
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Sekil 3.15. P6 formiilasyonuna ait SEM goriintiileri
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Sekil 3.16. P11 formiilasyonuna ait SEM goriintiileri
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EHT = 2.00 kv Signal A = SE1
WD = 7.5mm Mag= 5.00 KX

| Probe = 100 pA

Karadeniz Technical University [
Metallurgical and Materials Engine g

Signal A= SE1

= Karadeniz Technical University [
WD=80mm  Mag= 300Kkx 'Probe= 100pA s

Metallurgical and Materials Engine

EHT = 2.00 kv Signal A = SE1
WD = 8.0mm Mag= 3.00 KX

| Probe = 100 pA

Karadeniz Technical University [
Metallurgical and Materials Engine giig

EHT = 2,00 kV Signal A = SE1
WD = 7.5 mm Mag= 750 KX

(d)

| Probe = 100 pA

Karadeniz Technical University
Metallurgical and Materials Engine:

(e)

Sekil 3.17. P13 formiilasyonuna ait SEM goriintiileri
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EHT = 2.00 kv Signal A = SE1 EHT = 2.00 kv Signal_A =SE1 |Probe= 100 pA Karadepiz TechnicaI‘Univevsil!y =
WD = 9.5mm Mag= 400X n WD =10.0 mm Mag= 500 X Metallurgical and Materials Engine

EHT = 2.00 kv Signal A = SE1
WD =105 mm Mag= 3.50 KX

| Probe = 100pA _ Karadeniz Technical University [ EHT = 2.00kV  Signal A=SE1
Metallurgical and Materials Engine WD =10.0 mm Mag= 3.00 KX

(0 (d)

| Probe = 100 pA Karadeniz Technical University [
Metallurgical and Materials Engines

EHT = 2.00 kv Signal A = SE1
WD =10.0mm Mag= 175KX

I Probe = 100 pA Karadeniz Technical University
Metallurgical and Materials Engine

(e)

Sekil 3.18. T3 formiilasyonuna ait SEM goriintiileri
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EHT = 2.00 kv i Signal A = SE1
WD = 9.5mm Mag= 200X

i . T EHT = 2.00 kv Signal A = SE1
I Probe = 100 pA Karadeniz Technical University [ lanal I Probe = 100 pA

Metallurgical and Materials Engine WD =12.0 mm Mag= 1.00 KX

Karadeniz Technical University e
Metallurgical and Materials Engine

(@) (b)

N EHT = 2.00 kv Signal A = SE1

2 . x T EHT = 2.00 kv Signal A = SE1
- Karadeniz Technical University B
WD=120mm  Mag= 100Kx 'roPe= 100PA i

Metallurgical and Materials Enginet WD = 7.0mm Mag= 4.00 KX

100 pA

Karadeniz Technical University [
Metallurgical and Materials Engine

(0 (d)

i, o
EHT = 2.00 kv ignal A = SE1
WD = 9.5 mm Mag= 275KX

I Probe = 100 pA Karadeniz Technical University
Metallurgical and Materials Engine

(e)

Sekil 3.19. T4 formiilasyonuna ait SEM goriintiileri
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-’ »
EHT = 2.00 kv Signal_ | Probe = 100 pA Karadepiz TechnicaI‘Univevsil!y et EHT = 2.00 kV Signal_A =SE1
WD =10.0 mm Mag = Metallurgical and Materials Engine giig WD = 85mm Mag= 700X

EHT = 2.00 kv Signal A =

E1 " ¢ I EHT = 2.00 kv Signal A = SE1
- Karadeniz Technical University
WD= 95mm  Mag= 150Kx 'ToPe= 100PA =

Metallurgical and Materials Enginet WD = 9.5mm Mag= 3.00 KX

(0 (d)

| Probe = 100 pA Karadeniz Technical University [
Metallurgical and Materials Engine

EHT = 2.00 kv Signal A = SE1
WD =120 mm Mag= 3.00 KX

I Probe = 100 pA Karadeniz Technical University
Metallurgical and Materials Engine

(e)

Sekil 3.20. T5 formiilasyonuna ait SEM goriintiileri
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EHT = 2.00 kv Signal A = SE1

= Karadeniz Technical University
WD= 95mm  Mag= 325Kx |Frobe= 100PA jzerss

EHT = 2.00 kv Signal A = SE1
Metallurgical and Materials Engine gig WD = 9.5mm Mag= 250 KX

Karadeniz Technical University M
Metallurgical and Materials Engines

(a) (b)

| 3 b i
EHT = 2.00 kv Signal A = SE1 EHT = 2.00 kv Signal A = SE1
Metallurgical and Materials Enginet WD = 9.5mm Mag= 3.50 KX

| Probe = 100 pA

WD = 9.5mm Mag= 4.00 KX

Karadeniz Technical University [
Metallurgical and Materials Engine il

(c) (d)

e S
EHT = 2,00 kV Signal A = SE1
WD = 9.5 mm Mag= 6.00 KX

I Probe = 100 pA Karadeniz Technical University
Metallurgical and Materials Engine

(e)

Sekil 3.21. T4-P13 kombinasyon formiilasyonuna ait SEM goriintiileri
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Signal A= SE1 i EHT= 200kV  Signal A= SE1
Mag= 3.00KX

| Probe= 100 pA
rove P2 Metallurgical and Materials Engine WD=75mm  Mag= 400KX

Signal A= SE1
Mag= 350 KX

| Probe = 100pA _ Karadeniz Technical University [ EHT = 2.00kV  Signal A=SE1
Metallurgical and Materials Engine: WD = 8.0 mm Mag= 4.00KX

EHT = 2.00 kv Signal A = SE1
WD = 7.5 mm Mag= 4.00 KX

I Probe = 100 pA Karadeniz Technical University
Metallurgical and Materials Engine

(e)

Sekil 3.22. T5-P13 kombinasyon formiilasyonuna ait SEM goriintiileri
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| Probe = 100 pA Karadeniz Technical University [
Metallurgical and Materials Engine

| Probe = 100 pA Karadeniz Technical University e
Metallurgical and Materials Engine



DSC _ Kitozan 2 DSC-60tad DSC

mwW

6.00

4.00-

2.00

0.00

309.18C

(-

10000 20000

Temp [C]
Sekil 3.23. Kitozan(MMW)’a ait DSC termogrami

DSC — TPP DSC-60tad DSC
mwW

300,00

4.00r
3.00-
2.00r

19427C

1.00r 12031C

100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 3.24. TPP’e ait DSC termogrami

300.00
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DSC ___ p 6A50501 DSC60tad DSC
mwW

2.00r

1.00r

45.97C

0.00-

100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 3.25. PLGA (50:50)’e ait DSC termogrami

DSC _— pleAT75251 DSC60tad DSC

mw

2.00-

1.00r

0.00- 47 88C . .
100.00 200.00

Temp [C]

Sekil 3.26. PLGA (75:25)’e ait DSC termogrami



DSC —— pvA1DSCB0tad DSC
mw

0.00r

-1.00- \/\f1?8 05C

160 96C
43.46C ‘ ‘
100.00 200.00
Temp [C]
Sekil 3.27. PVA’a ait DSC termogrami
DSC ____ cragpscs0tad Dsc
mwW
0.00 /\/_’\?s.zgc
-5.00-
-10.00 _10g.20C .
100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 3.28. CTAB’a ait DSC termogrami



DSC — ASP DSC-60tad DSC

mwW
10.00-
5.00+
0.00- 153 87C 167.29C
-5.00- 76.98C | | |
100.00 200.00 300.00 40000
Temp [C]

Sekil 3.29. ASP’e ait DSC termogrami

DSC — kittpptnx1 DSC-60tad DSC

mwW

8.00

“31887C

6.00 230.25C

4.00-

227 48C

2.00

0.00

100.00 200.00 300.00 400.00
Temp [C]

Sekil 3.30. TNX, kitozan ve TPP fiziksel karigimina ait DSC termogrami
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DSC

aspkitozan DSC-60tad DSC

mwW

10.00- a0s.21C
340.50C
5.00-
0.00- ﬂ165.95(:
I 152 51C
-5.00r
| 76.09C . . .
100.00 200.00 300.00 400.00
Temp [C]
Sekil 3.31. Kitozan ve ASP fiziksel karigimina ait DSC termogrami
DSC
mW — plgas050pvag DSC-60tad DSC
| 2782C
3.00r
2.00-
| 20547C
o
/165.92(:
1.00+ 124.80C
43 08C
0.00- . .
100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 3.32. TNX, PLGA(50:50) ve PVA fiziksel karigimina ait DSC termogrami
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DSC
mwW

5_00__ 0507C

-_ w
4.00_ 21353C

3.00}
2.00f
41330 47 96C

1.00¢
F 108.22C

0.00}

100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 3.33. TNX, PLGA(50:50) ve CTAB fiziksel karigimina ait DSC termogrami

DSC lga7525ctag?2 DSC-60tad DSC
mw plga ctag -60 ta

\

i 199.12C ||
2.00- "L 202 95C

1.00+ e R 880
- 47 49C

0.00

1.00

| 108.18C

100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 3.34. TNX, PLGA(75:25) ve CTAB fiziksel karisimina ait DSC termogrami
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CHE (%1.00 TPF)
DSC CH3 [%0.75TPF)
CH3 {%0.50 TPF)
mw CH10 #0.25 TPP)

2292\1[\/1€j50//
20.00- f 221902

7160
6 160

%—/////—14.280

I 23 76C M
10.00- Ek}i

: m T6C

25 BEC

0.00~ /\//\
L 226,500

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 3.35. Farkli TPP konsantrasyonlarina sahip CH8(% 1), CH3(% 0,75), CH9(%0,5) ve C10(% 0,25)

kodlu mikropartikiil formiilasyonlarina ait DSC termogramlari

DSC CH3 (%0.2 kitozan)
mw G b4 4 oo
15.00r
227.16C
246.16C
10.00-
224250
06c LR
5.00r
227 60C
223,430 260
0.00- m_010
100.00 200.00 300.00

Temp [C]

Sekil 3.36. Farkli kitozan konsantrasyonlarina sahip CH3(% 0,2), CH11(% 0,3) ve CH12(% 0,4) kodlu

mikropartikiil formiilasyonlarina ait DSC termogramlart
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DSC —— P1DSC-60tad DSC
mw

1.00

0.00
I 54.94C

-1.00-

-2.00-

-3.00 21817C

T

100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 3.37. P1 Formiilasyonuna ait DSC termogrami

DSC e
mw P6 (%3 PLGA)
5.00r
/\/\53.450
0.00-
54 65C
55.84C
-5.00r
100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 3.38. Farkli PLGA konsantrasyonlarina sahip P4(% 1), P5(% 2) ve P6(% 3) kodlu mikropartikiil

formiilasyonlarina ait DSC termogramlari
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DSC Fo o1 oD
mW P9 (%1.5 CTAB)
5.00~
55.15C
5523C
0.00-

\/\54 44C

Sekil 3.39.

100.00

Temp [C]

mikropartikiil formiilasyonlarina ait DSC termogramlari

DSC
mwW

P8 (PLGA 50:50)
P11 (PLGA 75:25)

200.00

Farkli CTAB konsantrasyonlarina sahip P7(% 0,5), P8(% 1) ve P9(% 1,5) kodlu

6.00-

4.00-

2.00-

0.00

25.15C

61.37C

100.00

Temp [C]

200.00

Sekil 3.40. Farkli PLGA tiirlerine sahip PS(PLGA 50:50) ve P11(PLGA 75:25) kodlu mikropartikiil

formiilasyonlarina ait DSC termogramlari
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DSC ASP 30

ASP4S
mvW ASP 6O

20.00-

10.00-

/\/JW
- \\/\/_Aﬁ |
0.00~ \ﬁﬁamc

100.00 200.00 300.00 400.00
Temp [C]

Sekil 3.41. Farkli ASP konsantrasyonlarina sahip T3(% 60), T4(% 45) ve T5(% 30) kodlu termojel
formiilasyonlarina ait DSC termogramlari

DSC —— ASP30P13DSCE0tad DSC
— ASPASP1ADSCE0tad DSC
mwW
10.00r
5.00_— fﬂ?181 06C
I (\/‘ 578 /15;‘ ;gc\
0.00r 65.88C 12586C 176.74C
- 79.24C
-5.00~
- 6893C . . .
100.00 200.00 300.00 400.00
Temp [C]

Sekil 3.42. Mikropartikiil/Termojel kombinasyon formiilasyonlarina (T4(% 45)-P13 ve T5(% 30)-P13)
ait DSC termogramlari
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3.6. Formiilasyonlarin Fourier Doniisiimlii Infrared Spektrofotometre (FTIR)

ile Analizine Ait Bulgular

Bolim [2.7]de belirtilen sekilde;  kitozan ve PLGA  mikropartikiil
formiilasyonlarina, kitozan termojel formiilasyonlarina ve formiilasyonda kullanilan

yardimct maddelere ait infared spektrumlari Sekil 3.43-3.59° de verilmistir.
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3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm-1)

Sekil 3.43. Kitozan (MMW)’a ait FTIR spektrumu

Transmittance
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883 .4; 55987

1 T T T T 1 _ T T T T _ 1 T T T T _ [ _ T T T T [ T T T T [T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm-1)

Sekil 3.44. TPP’ye ait FTIR spektrumu
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8, 85.785
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Sekil 3.45. PLGA(50:50)’ye ait FTIR spektrumu

T 1 T T T T T T T T T 1 T T T T [ T T T T [ T T T T T[T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
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Sekil 3.46. PLGA(75:25)’ye ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.47. PVA’ya ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.48. CTAB’a ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.49. ASP’e ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.50. Farkli TPP konsantrasyonlarina sahip kitozan mikropartikiillerin FTIR spektrumlari
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Sekil 3.51. Farkli kitozan konsantrasyonlarina sahip kitozan mikropartikiillerin FTIR spektrumlari
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Sekil 3.52. Farkli PLGA bilesimine sahip mikropartikiillerin FTIR spektrumlari
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Sekil 3.53. Farkli PLGA konsantrasyonlarina sahip mikropartikiillerin FTIR spektrumlari
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Sekil 3.54. Farkli CTAB konsantrasyonlarina sahip mikropartikiillerin FTIR spektrumlari
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Sekil 3.55. T3 Formiilasyonuna ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.56. T4 Formiilasyonuna ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.57. TS5 Formiilasyonuna ait FTIR spektrumu

112



TN Y,
| ‘\ _‘/"/

. /—/ \ oo iy
=2 . y \ 536,37 .-.\ﬁ 43.1. 77.388
4 3170.1; 73.033 .~ 841 3 78028
b \L._,,,.-—., v 1487.2; 76.822
=0 1446.2; 72.738
Eh
E |
w
c
o2
=

7.633

eagﬁlr:i:.lf

H 375:
=3 589.8; 38.131
- 1053.0; 34.984
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T [ T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm-1)

Sekil 3.58. T4-P13 kombinasyon formiilasyonuna ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.59. T5-P13 kombinasyon formiilasyonuna ait FTIR spektrumu

3.7. Formiilasyonlarin Etkin Madde Cikis Profillerine Ait Bulgular

Calismamizda hazirlanan kitozan ve PLGA bazli mikropartikiil formiilasyonlari,
mikropartikiil/termojel kombinasyon formiilasyonlar1 ve saf etkin madde icin PBS 7,4
tampon ortaminda yapilan ¢Oziinme hizi tayini sonucunda zamana kars1 % ¢ikan
madde miktarlar1 grafige gegirilerek elde edilen ¢oziinme hizi profilleri diizenlenmis
ve Sekil 3.60-3.70 de verilmistir.
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Sekil 3.60. Tenoksikamin PBS 7,4 ortamindaki ¢6ziinme hiz1 grafigi
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Sekil 3.61. Farkli pH ortamlarinda iiretilmis kitozan bazli mikropartikiil formiilasyonlarindan TNX ¢ikig
grafigi
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Sekil 3.62. Farkli TPP konsantrasyonlarina sahip kitozan bazli mikropartikiil formiilasyonlarindan TNX
cikig grafigi
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Sekil 3.63. Farkli kitozan konsantrasyonlarina sahip kitozan bazli mikropartikiil formiilasyonlarindan

TNX ¢ikis grafigi
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Sekil 3.64. Farkli karigtirma hizlarina sahip kitozan bazli mikropartikiil formiilasyonlarindan TNX ¢ikig
grafigi
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Sekil 3.65. Farkli PVA konsantrasyonlarina sahip PLGA bazli mikropartikiil formiilasyonlarindan TNX
cikig grafigi
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Sekil 3.66. Farkli PLGA konsantrasyonlarina sahip PLGA bazli mikropartikiil formiilasyonlarindan
TNX c¢ikis grafigi
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Sekil 3.67. Farkli CTAB konsantrasyonlarina sahip PLGA (50:50) bazli mikropartikiil
formiilasyonlarindan TNX ¢ikis grafigi
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Sekil 3.68. Farkli CTAB konsantrasyonlarna sahip PLGA (75:25) bazli mikropartikiil
formiilasyonlarindan TNX ¢ikis grafigi
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Sekil 3.69. T4-TNX karigimi ve T4-CH3 kombinasyon formiilasyonundan TNX ¢ikis grafigi
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Sekil 3.70. T4-P6, T4-P8 ve T4-P11 kombinasyon formiilasyonlarindan TNX ¢ikis grafigi

3.8. Formiilasyonlarin Etkin Madde Cikis Kinetiklerine Ait Bulgular

Calismamizda hazirlanan kitozan ve PLGA bazli mikropartikiil formiilasyonlari,
mikropartikiil/termojel kombinasyon formiilasyonlar1 ve saf etkin madde i¢in PBS 7,4
tampon ortaminda yapilan ¢Oziinme hizi tayini sonucunda birim zamanda % ¢ikan
madde miktarlar1 belirlenerek sifir derece, birinci derece, Higuchi, Hixson-Crowell ve

Korsmeyer-Peppas matematiksel modellerine uyarlanmis ve istatistiksel verileri elde

edilerek Cizelge[3.19,[3.20| ve 3.21] de verilmistir.
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3.9. Formiilasyonlarm On Stabilite incelemesine Ait Bulgular

Calismamizda hazirlanan kitozan ve PLGA bazli mikropartikiillerin Onstabilite
incelemeleri 3 ay siireyle karanlik ortam kosullarinda +25 °C’de % 60 bagil nem
iceren, +40 °C’ de % 75 bagil nem iceren ve +4 °C’ de buzdolab:1 ortamlarinda
incelenmis ve 0. ile 3. ay sonuglar1 karsilastirilarak mikropartikiil formiilasyonlarinin

partikiil buyiikliigli, partikiil buytiklik dagilimi ve zeta potansiyeli Olgiimleri
yapilarak Cizelge [3.22] ve [3.23] de verilmistir.

125



Cizelge 3.22.
degerlerine ait bulgular

Mikropartikiil formiilasyonlarimin 6n stabilite incelemelerine ait zeta potansiyeli

0. AY 3. AY (+4°C) 3.AY (+25°C) 3. AY (+40°C)

Formiilasyon Zeta Potansiyeli Zeta Potansiyeli Zeta Potansiyeli Zeta Potansiyeli
Ad1 (mVZSS, n=5) (mV=£SS, n=5) (mVZ£SS, n=5) (mV=£SS, n=5)

CH1 10,72+1,15 1,23+0,45 1,20+0,53 41,56+0,61
CH2 13,2840,42 1,54+0,21 1,60+0,31 45,03+0,58
CH3 9,56+0,59 1,17+0,32 1,22+0,25 43,2140,62
CH4 14,38+0,46 1,60£0,54 1,68+0.46 40,32+0,37
CHS5 14,44+0,62 1,58+0,34 1,60+0,52 42,56+0,45
CH6 9,67£0,66 0,15+0,03 0,16£0,06 44,14+0,67
CH7 8,2040,24 0,14+0,04 0,14+0,03 36,98+0,54
CHS 11,68+0,89 1,46+0,42 1,53£0,46 38,67+0,87
CH9 9,16+0,33 0,15+0,05 0,15£0,04 43,444+0,33
CHI11 10,30£0,73 1,23+0,23 1,244+0,37 38,54+0,65
CH12 15,00+0,53 1,734+0,43 1,80+0,58 41,4240,52
P1 13,75£1,63 13,2240,86 8,90+1,34 8,875+0,98
P2 20,26+0,69 20,02+0,74 19,82+0,86 14,41£0,78
P3 17,80£1,52 16,60+£1,01 16,53£1,74 12,57£1,04
P4 16,02+0,49 15,744+0,52 10,21£1,29 10,94+0,79
P5 18,34+0,69 18,04+0,55 17,77£0,84 11,84+0,53
P6 15,00£0,62 14,73+£0,42 14,72+0,73 9,87+0,82

P7 14,16+0,72 13,54+0,65 8,30+0,56 9,67£1,34

P8 31,30+2,26 31,03+1,04 30,67+£2,35 22,30+£1,67
PO 32,92+1,24 32,55+0,98 32,42+1,36 23,88+1,69
P10 12,84+0,69 12,56+£0,74 7,30£0,78 8,94+0,53

P11 30,04+1,97 29,78+1,43 29,54+1,56 20,23£2,07
P12 32,22+0,78 32,01+£0,65 31,69+0,97 24,524+1,23
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4. TARTISMA

4.1. Tenoksikamn Ozelliklerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Etkin maddenin PBS 7,4 tampon c¢ozeltisi ile hazirlanan orneklerinden UV
spektrumu alindiginda maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu 367,97 nm olarak
saptanmustir ve literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir (Negi ve ark., [2013; Nesseem
ve ark., 2011) . Aym sekilde etkin maddenin DCM ile hazirlanmig ¢ozeltilerinin UV
spektrumu alindiginda maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu 345,14 nm olarak
saptanmig ve literatiir ile uyumlu bulunmustur (Banerjee ve ark., [2003; Ramirez-Silva
ve ark., 2013)). Caligmamizda tenoksikam iceren tiim numunelerin analizleri bu dalga

boylarinda yapilmustir.

Etkin maddenin PBS 7.4 tamponu ve DCM ortamlarindaki kalibrasyon
denklemlerine bakildiginda determinasyon katsayilar1 sirasiyla 0,9994 ve 0,9996
olarak elde edilmis ve bu degerler 1’e yakin oldugu i¢in Olciilen absorbanslar ile
cozelti konsantrasyonlar1 arasindaki iligkinin giivenilir oldugunu ve dogrusal bir

iliskinin varligin1 géstermektedir.

Secilen analitik yonteminin validasyonunun degerlendirilmesi amaciyla secicilik,
dogrusallik ve araligi, dogruluk ve geri elde, kesinlik, secicilik, teshis ve tayin sinir1
parametreleri incelenmigtir. ~ Tenoksikamin analitik validasyonu i¢in incelenen
dogruluk ve kesinlik parametreleri sonucunda elde edilen verilere ait bagil sapma
degerlerinin her iki ortamda da 9% 2’ nin altinda olmas1 kalibrasyon denkleminin
dogru ve kesin sonuclar verdigini gostermistir. UV spektrometresinde etkin maddenin
ve diger yardimci maddelerin absorbans piklerinin kesismediginin goriilmesi,
seciciligin iki ortam i¢in de gegerli oldugunu gostermistir. Son olarak LOD ve LOQ
degerlerinin kalibrasyon saptanmasinda kullanilan en kiigiik deger olan 2 pg/ml’ den
az olmasi1 kalibrasyonun etkin maddenin tayin edilebildigi aralikta oldugunu
gostermigtir. ' Yontemin tekrar edilebilirligi testinde ise istatistiksel inceleme sonucu
p>0,05 bulunmus, farkli giinlerde yapilan dl¢timler arasinda anlamli bir fark olmadig1
belirlenmistir. Yontem validasyonuna ait verilerin kabul edilebilir sinirlar icerisinde

olmasi tenoksikamin bu kalibrasyonu sonucu basarili bir sekilde analiz edilebilecegini
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gostermektedir.

Tenoksikamin termal incelemesi yapildiginda DSC termograminda 223,26 °C’ de
keskin bir endotermik pik ve 232,48 °C’de de keskin bir ekzotermik pik goriilmiistiir.
Etkin maddenin DSC termogrami hakkinda bilgi veren cesitli literatiirler bu agidan
incelendiginde El-Gazayerly ve arkadaglari tarafindan gergeklestirilen calismada
(2000) tenoksikamin 221 °C ° de endotermik pik ve 224 ° C’de ekzotermik pikin yer
aldig1 belirtilmistir. Negi ve arkadagslarinin yaptig1 baska bir calismada ise 213 °C’ de
endotermik pik ve 224 °C’ de ekzotermik pik goriilmiistiir (2013)). Benzer sekilde
Alladi ve Shastri’ nin yapmis oldugu calismada 215 °C’ de endotermik pik ve takiben
ekzotermik bir pik elde edilmistir (2015). Tiim bu ¢aligmalar gdzlenen endotermik
pikin tenoksikamin erime noktasi, ardindan gelen ekzotermik pikin ise degredasyon
piki oldugunu kanitlamaktadir.

FTIR spektroskopi yontemiyle kimyasal maddelerin molekiiler yapilarinin tayini
yapilabilmektedir. Tenoksikamin yapisinin aydinlatilmasi i¢in bu parametre
incelenmistir. Alladi ve Shastri tenoksikama ait elde etmis olduklar1 spektrumda
3429, 3119 ve 3092 cm~!’ de O-H ve N-H gerilmesine bagh pikler goriilmiistiir.
Ayrica 1635, 1598 ve 1530 cm™ ! de C=0 ve C=N gerilmelerine bagli pikler
bulunmustur (2015). Nesseem ve arkadaglarim1 yapmis oldugu calismada ise benzer
bir sekilde 3450 cm™’ de O-H, 3100 cm > de N-H ve 1637 cm "’ de C=0
gerilmesine ve 1539 cm™ de N-H biikiilmesine bagh pikler goriilmiistiir (2011).
Zayed ve arkadaglart ise yapmis olduklari c¢alismada tenoksikamin farkli tuz
formlarinin FTIR analizlerini yapmiglar ve O-H ve N-H gerilmesine bagli olusan
piklerin % transmittanslarinda degisimler oldugu goriilmiistiir. Ornegin tenoksikamin
kobalt tuzunda 3000-3400 bantlarinda ¢ok diisiik oranda transmittans goriilmustiir
(2007). Bunun nedeninin tuz olusumu sirasinda hidrojen atomlarinin kaybi ile O-H ve
N-H gerilmelerindeki azalama oldugu diislinlilmektedir. =~ Bizim calismamizda
tenoksikama ait FTIR spektrumunda 3063 cm™%" de, 1636 cm™! de 1593 cm™ Y de
ve 1545 cm™1” de spesifik pikler goriilmiistir. 3063 cm~!" de goriilen pikin N-H,
1500-1650 ¢cm~! bantlarinda goriilen piklerin ise C=0 ve C=N gerilmelerinden
oldugu diislintilmektedir. Elde edilen veriler etkin maddenin agik kimyasal formiilii
ile karsilastirlldiginda, etkin maddenin ac¢ik kimyasal formiiliinde goriilen belirleyici
kimyasal gruplar1 ifade eden absorbsiyon bantlarinin elde ettigimiz FTIR

spektrumunda yer aldig1 saptanmusgtir.
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Etkin maddenin ¢oziintirliigii ile ilgili yapilan calismaya gelindiginde literatiir
incelemesi yapilarak BP 2000, EP 6 gibi farmakopelerde ve Martindale 36 gibi
kaynak kitaplarda tenoksikamin pratik olarak suda ¢oziinmedigi, asidik ve bazik
ortamlarda ¢oziindiigii ve diklorometanda ise az ¢oziindiigii bulunmustur. In vitro
coziinme hizi ¢aligmalar1 boyunca ortamdaki sink kosulun varligini saglamak icin
calisgmamizda etkin maddenin PBS 7,4 tamponu igindeki ¢oziiniirlik degeri
hesaplanmig ve bu deger 1,258 mg/ml olarak bulunmustur. Cozlinme hizi testi
boyunca sink kosulun saglanmasi i¢in 100 ml ortam hacminde c¢alisilmistir. Etkin

maddenin DCM’ deki ¢oziiniirliigii ise 524,09 mg/ml olarak tespit edilmistir.

Etkin madde iizerinde yapilan literatiir calismasinda etkin maddenin 1s1k altinda
bozuldugu cesitli farmakope ve kaynak kitaplarda yer almaktadir (Martindale 36, BP
2000, EP 6). Centre ve Hobbs, tenoksikam i¢in uygun bir analiz yontemi gelistirmek
icin yapmis olduklar1 ¢alismada 1s1k etkisini incelemigler ve 1 ml plazma sivisina
1pg/ml tenoksikam koyarak normal laboratuvar kosullari altinda incelediklerinde 3
saat icerisinde tenoksikamin % 43’ {iniin bozundugu tespit etmislerdir (1995).
Yapilan bagka bir calismada tenoksikam 1s1k altindaki degredasyonunun pH, solvent
tiirti, ortam sicakligi ve oksijen gazi varlig1 gibi bir cok parametreden etkilendigi
belirtilmistir. Ozellikle pH min etkisi incelendiginde pH 4 ve 10” a oranla nétr pH’da
bozunma hizinin arttig1 goriilmiistiir. (Mahmoud ve ark., [2000). En hizli bozunmanin
pH 7°de oldugu ve gelistirilen formiilasyonun eklem icgine verilecegi goz Oniine
alinarak pH 7.,4’te stabilite incelemesi yapilmistir. ~ Yapilan ili¢ aylik stabilite
calismasinda +4, +25 ve +40 °C olmak tizere farkli sicaklik kosullarinda karanlik
ortamda etkin maddenin ii¢ ay sonucunda konsantrasyonunda onemli bir degisiklik
olmadig1 ancak giin 15181 altinda incelenen grupta ii¢ ayin sonunda etkin maddenin
tamamen bozundugu goriilmiistiir. Yapilan bu stabilite c¢alismasi sonucunda
tenoksikamin 1g1k altinda bozundugu saptanmis ve laboratuvar ¢alisma kosullar1 bu
durum goz Oniine alinarak degistirilmis ve etkin maddenin kullanildig1 durumlarda
karanlik altinda ¢alisilmigtir. Cozlinme hiz testi sliresince 37 °C’ de etkin maddenin
stabil kalip kalmadiginin belirlenmesi amaciyla da kisa siireli stabilite testleri

uygulanmis ve tenoksikamin 37 °C’ de 48 saat boyunca stabil kaldig1 belirlenmistir.

130



4.2. Formiilasyonlariin Hazirlanmasina Yonelik Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismamizda; osteoartrit tedavisinde kullanilmak {izere tenoksikamin dogrudan
ilgili eklemde salimim gerceklestirmek amaciyla mikropartikiil/termojel kombinasyon
sistemlerinin hazirlanmasi planlanmigtir. Calismamizin basinda oncelikle polimerik
bazli mikropartikiil formiilasyonlar1 gelistirilmis, daha sonra termojel formiilasyonlari
hazirlanmistir.  Calismanin devaminda hedeflenen karakterizasyon ozelliklerini
saglayan mikropartikiil formiilasyonlar1 secilerek, uygun termojel formiilasyonunda

homojenize edilerek mikropartikiil/termojel kombinasyon sistemleri hazirlanmigtir.

Mikropartikiil hazirlanmasina yonelik calismalar incelendiginde farkli hazirlama
yontemleri belirlenmistir. ~ Kullanilan hazirlama yoOntemlerinin se¢iminde, etkin
maddenin fizikokimyasal 0zelliklerinin ve polimer tipinin 6nemli parametreler oldugu
belirlenmistir. Calismamizda hidrofobik etkin maddeler icin tercih edilen, yiiksek
enkapsiilasyon etkinligi ve liretim verimi saglayan, ve bunlara ek olarak sagladiklari
uygulama kolaylig1 nedeniyle kitozan bazli mikropartikiiller icin iyonik jelasyon
yontemi, PLGA bazli mikropartikiiller icin ise emiilsifikasyon-solvent buharlastirma
teknigi kullanilmigtir. Kitozan bazli mikropartikiillerde TPP capraz baglayici olarak,
Mg(OH), ise baz kaynagi olarak kullanilmustir. Oncelikle formiilasyonlar iizerine pH’
nin etkisi incelenmis ve en uygun pH kosulunun kitozan ¢ozeltisinde 3,37 ve TPP
cozeltisinde 10,78 oldugu belirlenmistir. Daha sonra karistirma hizi ve kitozan
konsantrasyonu degistirilmis ve en uygun karistirma hiz1 800 rpm ve kitozan miktari
% 0,2 olarak secilmistir. Farkli konsantrasyonlarda TPP kullanilarak hazirlanan
mikropartikiil formiilasyonlarinda ideal TPP konsantrasyonu ise 9% 0,75 olarak

belirlenmistir.

PLGA bazli mikropartikiil formiilasyonlar1 hazirlanirken yapilan literatiir
arastirmalart sonucunda belirlenen karigtirma hizi, on formiilasyon ¢alismalari ile test
edilmis ve her tretimde belirli bir aralikta partikiil biiytikliigtine sahip
formiilasyonlarin elde edilebilmesi i¢in iiretimde ayni karistirma hizinin (800 rpm)
kullanilmasina karar verilmistir. Caligmamizda stabilizan madde olarak PVA ve
CTAB kullanilmig, PLGA’ nin konsantrasyonu ve tipinin mikropartikiillerin
fizikokimyasal ozellikleri iizerine etkisi incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda
PLGA’ nin % 3’liik konsantrasyonu ve 50:50 bilesimli tipinin kullanilmasina karar

verilmisgtir.
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Hazirlanan mikropartikiillerin eklem icerisine birlikte verilmeleri icin c¢esitli
termojel formiilasyonlar: gelistirilmistir. Bu amacla IA enjeksiyona olanak saglayacak
sekilde oda sicakliginda c¢ozelti halinde olan ve 37 °C’ de ise jelleserek
mikropartikiillerin eklem icerisinde lokalizasyonunu saglamaya yardimci olan
termojel formiilasyonlar: incelenmis ve notr kitozan ¢ozeltilerinin bu 6zelliklere sahip
oldugu goriilmiistiir. Ilk olarak termojel formiilasyonlarinda kullanilacak kitozanin
molekiil agirhi§iin belirlenmesi icin viskozite ve enjekte edilebilirlik incelemeleri
yapilmis, en uygun olanin orta molekiil agirlikli kitozan oldugu belirlenmistir. Daha
sonra ise asidik pH degerine sahip kitozan ¢ozeltisinin notrallestirilmesi i¢in farkli pH
ve konsantrasyon degerlerindeki boraks ve ASP cozeltileri kullanilarak kitozan
coOzeltisinin notrallestirme islemi yapilmistir. Hazirlanan termojel formiilasyonlarinin
karakterizasyon testleri yapilmis ve kitozan c¢ozeltisinin notrallestirilmesi igin
kullanilmas1 gereken en uygun bazik madde c¢ozeltisinin % 45 (a/h)

konsantrasyonundaki ASP oldugu belirlenmistir.

En son basamakta eklem igerisine verilmek iizere tasarlanan
mikropartikiil/termojel sistemlerinin secilerek homojenize edilmesi yer almaktadir.
Bu amagla arzu edilen fizikokimyasal ve salim Ozelliklerini gOsteren
mikropartikiillerin CH3, P6, P8 ve P11 kodlu formiilasyonlar oldugu, termojel
formiilasyonlarindan ise T4 formiilasyonunun jellesme siiresi ve enjekte edilebilirlik
acisindan ideal formiilasyon oldugu belirlenmistir. T4 kodlu termojel ile CH3, P6, P8
ve P11 mikropartikiill formiilasyonlar1 oda sicaklifinda homojenize edilerek
mikropartikiil/termojel formiilasyonlar1 hazirlanmig ve cesitli in vitro analizleri

yapilarak degerlendirilmisgtir.

4.3. Mikropartikiil Formiilasyonlarma Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.3.1. Mikropartikiillerin Verimlerine ve Enkapsiilasyon Etkinliklerine Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

Kitozan ve PLGA mikrokiirelerine ait verim ve enkapsiilasyon etkinligine ait

bulgularin degerlendirmesine yonelik sonuglar asagida yer almaktadir.
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Kitozan Mikropartikiiller

Calismamizda kitozan ve PLGA bazli mikropartikiillerin {iretim verimlerinin
degerlendirilmesi icin mikropartikiillerin fizikokimyasal o©zelliklerine etkili olan
cesitli parametreler degistirilerek formiilasyonlar hazirlanmistir. Ilk olarak kitozan
mikropartikiillerinin iiretim verimine etkili olabilecek karistirma hizi, kitozan ve TPP
cozeltisin pH degerleri ile TPP ve kitozan konsantrasyonlar1 gibi parametereler
incelenmis ve hazirlanan kitozan mikropartikiillerinin  liretim  verimleri
degerlendirildiginde Cizelge de goruldiigii gibi etkili parametrelerin pH, TPP ve
kitozan konsantrasyonu oldugu goriilmiistiir. Kitozan ve TPP c¢ozelti pH degerlerinin
verim lizerine etkisi incelendiginde, asil etkenin pH degisimine bagl olarak kitozan
ve TPP molekiilleri arasinda gerceklesen elektriksel ¢ekim kuvvetlerinde meydana
gelen degisime bagli olarak mikropartikiillerin fizikokimyasal o©zelliklerindeki
farklilasmanin oldugu diisiiniilmektedir. ~Ayrica Cizelge [3.11] ve Cizelge3.127deki
degerler karsilagtirlldiginda mikropartikiillerin  iiretim verim degerleri ve
enkapsiilasyon etkinlikleri arasinda pozitif bir korelasyonun oldugu goriilmiigtiir.
Kitozan bazli mikropartikiillerin iiretim verimleri lizerine etkili olan bir bagka
parametre ise TPP konsantrasyonu olmustur. Yaptigimiz ¢alismada, iyonik jelasyon
yontemi ile mikropartikiil tiretimi i¢in belirli bir aralikta TPP konsantrasyonunun
kullanilmas1 gerektigi belirlenmistir. Bu konu ile ilgili yapilan literatiir
incelemelerinde diisiik konsantrasyondaki TPP c¢ozeltisi kullanim1 sonucunda, TPP
miktarinin  kitozan molekiilleri ile elektriksel etkilesmesi i¢in yetersiz oldugu
sOylenmig ve bunun aksine yliksek konsantrasyonlarda TPP’nin kullanim1 sonucunda
partikiil agregatlarinin olustugu belirtilmistir (Hou ve ark., 2015; Jain ve ark., 2016;
Liu ve Gao, 2009). Kitozan mikropartikiillerin tiretim verimleri lizerine kitozan
miktarinin da etkili oldugu goriilmiis ve kitozan miktarindaki artisin liretim verimi
azalttig1 belirlenmistir. Kitozan miktarindaki artisin iiretim verimini azaltmasindaki
etkenin, liretimde kullanilan TPP miktarina oranla kitozan miktarinin fazla gelmesi ve
buna bagl olarak TPP molekiillerinin kitozan molekiillerinin tamamu ile elektriksel

etkiseme gegmesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Kitozan mikropartikiillerin enkapsiilasyon etkinliklerini; karistirma hizi, tiretimde
kullanilan ¢ozelti pH degerleri, TPP konsantrasyonu ve kitozan miktar1 gibi
parametrelerin etkiledigi yapilan literatiir incelemesi sonucunda gOriilmustiir
(Elwerfalli ve ark., |2015; (Gan ve Wang, |2007; [Hou ve ark., 2015} Katiyar ve ark.,
2014; Konecsni ve ark., 2012; Wu ve ark., 2005). Calismamizda iyonik jelasyon

yontemi ile tretilen kitozan mikropartikiil formiilasyonlarinin enkapsiilasyon
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etkinlikleri lizerine karigtirma hizi, kitozan ve TPP ¢ozelti pH degerleri ile kitozan ve
TPP cozelti konsantrasyon parametrelerinin etkileri incelenmis ve bu parametreler
degistirilerek hazirlanan mikropartikiillerin enkapsiilasyon etkinlikleri % 42,14 ve %
78,54 arasinda elde edilmistir. Ancak gelistirdigimiz ¢esitli kitozan mikropartikiillerin
enkapsiilasyon etkinlikleri lizerinde istatistiksel karsilastirma yapildiginda
enkapsiilasyon etkinligi iizerinde etkili olan parametreler Cizelge [3.12] de goriildiigii
gibi kitozan ve TPP cozeltilerinin pH degeri ile kitozan miktari olmustur. Ilk olarak
hazirlamig oldugumuz mikropartikiillerin enkapsiilasyon etkinlikleri iizerine pH’ nin
etkisine bakildiginda kitozan ¢ozelti pH degerinin enkapsiilasyon derecesini etkiledigi
goriilmiistiir. ~ Kitozan ¢ozelti pH’s1 2,49°dan 3,37 ye c¢iktiginda enkapsiilasyon
etkinligi artmis ancak pH’min artmaya devam etmesiyle enkapsiilasyon etkinligi
azalmaya baglamistir. Tenoksikamin enkapsiilasyonunda pH’nin etkili olmasinin esas
nedeninin tenoksikamin goOstermis oldufu coziiniirlik o6zelliklerinin oldugu
diisiiniilmektedir. Cozelti asitliginin artmasiyla tenoksikamin ¢oziiniirliigiinde bir
artis saptanmis (Moya-Hernandez ve ark., [2003)) ve etkin maddenin polimer zincirleri
arasinda homojen dagilimi saglanarak ve dolayisiyla enkapsiilasyon etkinligi artmistir.
Ozellikle pH 3 degerinden sonra tenoksikamin ¢oziiniirliigiiniin azalmasina baglh
olarak (Moya-Hernandez ve ark. [2003) enkapsiilasyon etkinliginin azaldig:
diisiiniilmektedir.  Ancak kitozan ¢ozelti pH degeri 3° den 2’ ye indirildiginde
enkapsiilasyon etkinliginin azalmasinda ise Boliim[.3.2] de bahsedildigi gibi kitozan
zincirlerin elastik yapida olmamasi ve dolayisiyla etkin maddeyi polimerik zincirleri

arasina alamamasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

Kitozan mikropartikiillerin etkin madde enkapsiilasyonu lizerinde etkili olan bir
diger parametre ise kitozan konsantrasyonu olmustur. Yapilan literatiir
incelemelerinde mikropartikiil formiilasyonlarinda kitozan miktarinin, enkapsiilasyon
etkinligi Uzerine etkisi arastirlldifinda farkli yaklasimlarin oldugu goriilmiistiir.
Kitozan miktarinin artmasiyla enkapsiilasyon etkinliginde artma (Elwerfalli ve ark.,
20135) ya da azalma (Gan ve Wang, |2007; Hassani ve ark., [2015; Wu ve ark., [2005)
goriilebilmektedir. Bizim yapmis oldugumuz calismada ise artan kitozan miktar ile
enkapsiilasyon etkinligi arasinda negatif bir korelasyon soz konusudur. Cizelge (3.12
de gortldiigii gibi % 0,2 konsantrasyonunda kitozan kullanildiginda % 0,3 ve % 0,4’e
gore daha yiiksek oranda etkin maddenin enkapsiile edilmistir. Gozlenen bu negatif
korelasyonun ¢esitli sebepleri oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin S. Hassani ve
arkadaglarinin yaptig1 c¢alismada katyonik ozellikli etkin maddenin, anyonik
ozellikteki TPP ile elektrostatik ¢cekim kuvvetleri aracilifiyla aralarinda bir etkilesim

olabilecegi ve bu nedenle katyonik kitozan ile bir yarismaya girebilecegi ©ne
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striilmiistiir (2015). Bu hipoteze ek olarak yapilan bagka caligsmalarda kitozan
miktarindaki artis ile enkapsiilasyon etkinligindeki azalmanin artan viskozite
nedeniyle jellesmenin giliclesmesinden kaynakli olabilecegi soylenmektedir (Gan ve
Wang, 2007; Wu ve ark.) 2005). Bu her iki yaklagimin tenoksikamin asidik
cozeltilerdeki katyonik yapis1 (Moya-Hernandez ve ark., 2003) goz 6niine alindiginda
miimkiin oldugu soylenebilir. Bunlara ek olarak elde ettigimiz bulgularda kitozan
miktarinin % 0,3’den % 0,4’e ¢iktifinda ise enkapsiilasyon etkinliginde % 10’a yakin
bir artig goOriilmiistiir. Bu artisin nedeninin yiiksek kitozan konsantrasyonlarinda
tenoksikam ile kitozan arasinda olusan hidrojen baglarimin baskinlagsmas: ile
enkapsiilasyon etkinliginde artmanin olabilecegi diisiiniilmektedir (Konecsni ve ark.,
2012)).

PLGA Mikropartikiiller

PLGA bazli mikropartikiillerin hazirlanmas1 sirasinda mikropartikiillerin
fizikokimyasal 6zelliklerinin lizerine karigtirma hizi, PLGA tipi ve konsantrasyonu ile
sirfaktan madde tipi ve konsantrasyonunun etkisi arastirilmigtir. PLGA
mikropartikiillerinin iiretim verimleri incelendiginde karigtirma hizi ve PLGA
miktarinin verim iizerinde etkisinin az oldugu goriilmektedir ( Cizelge [3.11), bu
nedenle tiim tretimlerde 800 rpm karistirma hiz1 tercih edilmistir. Enkapsiilasyon

etkinligi diisiik olan formiilasyonlarda verimin de diislik oldugu goriilmiistir.

Emiilsifikasyon  solvent  buharlastirma  teknigi ile iretilen = PLGA
mikropartikiillerinin enkapstilasyon etkinlikleri iizerinde bir¢cok parametre etkilidir.
Cizelge 3.12° e bakildiginda hazirlanan formiilasyonlarda PLGA miktar1 hari¢ diger
parametrelerin enkapsiilasyon etkinligi lizerine etkili oldugu goriilmektedir. P2, P3 ve
P4  formiilasyonlarina bakildiginda artan PVA miktarinin  tenoksikamin
enkapsiilasyonunda azalmaya neden oldugu goriilmektedir. Ayni sekilde artan CTAB
konsantrasyonuyla enkapsiilasyon etkinli§inde azalma meydana gelmistir. Benzer
caligmalar incelendiginde bizim sonuglarimiza benzer sonuglarin goriildiigi
caligmalara rastlanilmistir. Ornegin Song ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada
artan PVA konsantrasyonunun enkapsiilasyon etkinligini azalttigin1 gostermislerdir
(2008)). Girotra ve arkadaglart da yapmis olduklart calismada PVA
konsantrasyonundaki artigin partikiillerin enkapsiilasyon etkinliginde azalmaya neden
oldugunu belirtmiglerdir (2016). Artan PVA miktarinin enkapsiilasyon etkinligini
azaltmasinda rol oynayan faktorler, siirfaktan madde miktarindaki artis ile hidrofobik

bir etkin madde olan tenoksikamin sulu fazda c¢oziiniirliigliniin artmasi ile yag
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fazindan sulu faza diflizyonunun artmasi veya artan PVA Kkonsantrasyonunun
emiilsiyon damlacik biiyiikliiglinde azalmaya neden olarak etkin maddenin sulu faza

diflizyonunu kolaylastirmis olmasidir.

Enkapstilasyon etkinligi lizerinde PLGA miktarinin etkisi olmamasina ragmen
PLGA tiirtiniin etkili oldugu goriilmiistiir. Ayni CTAB konsantrasyonlarina sahip
farkli polimer 6zelligine sahip formiilasyonlar karsilagtirildiginda PLGA (75:25)’in
kullanildig1 formiilasyonlarda PLGA (50:50)’nin kullanildig1 formiilasyonlara gore
etkin madde enkapsiilasyonunda azalmanin oldugu goriilmiistiir. ~Goodfriend ve
arkadaglar1 yapmis olduklari ¢alismada benzer sonuclar elde etmislerdir ve bu
azalmanin nedeninin PLGA (75:25)’in PLGA (50:50)’ye gore daha az oranda glikolik
asit icermesi oldugunu belirtmiglerdir. Ciinkii glikolik asit zincirlerinin laktik asit
zincirlerine oranla daha hareketli olduklarin1 ve etkin madde enkapsiilasyonuna daha
elverisli oldugunu sdylemislerdir (2016). Iddia edilen bu hipotezin kendi calismamiz

icin de gecerli olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.3.2. Mikropartikiillerin Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilmina Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Kitozan ve PLGA mikrokiirelerine ait partikiil biiytikliigli degerlendirmesine

yonelik sonuglar asagida yer almaktadir.
Kitozan Mikropartikiiller

Iyonik jelasyon yontemiyle iiretilen mikropartikiillerin partikiil 6zellikleri bircok
parametreden etkilenmektedir. Ik parametre olarak kitozan ve TPP ¢ozeltilerinin pH
degerlerinin etkisi incelenmigstir. ~ Katyonik o©zellikli kitozanin asidik ortamda
cozlinmesi ve ¢oziinen kitozanin ylizey yiikiiniin ¢ozelti pH™ sina gore de8ismesi
iyonik jelasyon yontemiyle kitozan partikiil olusumu i¢in 6nemli bir etkin oldugu
disiiniilmektedir. ~ Kaloti ve Bohidar, yapmis olduklar1 c¢alismada diisiik pH
degerlerinde kitozanin amin gruplarinin tamamen proton almis halde oldugunu ve
pH’ nin notrale yaklagmasiyla amin gruplarindaki bu proton doygunlugunun
azaldigin1 tespit etmistir. Ayrica proton doygunlugu azalan kitozan zincirlerinin
tamamen protonize olan kitozan zincirlerine oranla zincir i¢i itme kuvvetlerinin

azalmasiyla daha fazla elastik oldugu goriilmiis ve bu zincir elastikiyeti nedeniyle
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ortama eklenen TPP ile zincir ici elektrostatik etkilesime gecebilecegi saptanmistir
(2010). Sipoli ve arkadaglar1 da aym diisiinceyi paylasmis ancak pH degerindeki
belirli bir artistan sonra elastik kitozan zincirlerinin kendilerini kapatarak ¢cemberimsi
bir hal adliklarini belirtmiglerdir. Olusan bu ¢emberimsi zincir yapisinin TPP ice
zincir ici baglanmay1 engelleyip zincirler arasi etkilesmenin artmasina neden oldugu
diisiintilmektedir. Ayrica pH artisiyla ortamda artan hidroksil iyonunun kitozanin
pozitif yikli amin gruplanyla etkileserek kitozanin hizli presipitasyonuna neden
oldugu diistintilmektedir (2015). Yapmis oldugumuz calismada kitozan ve TPP
cozelti pH’ larinin etkisi ayr ayr1 incelenmistir. Kitozan ¢ozelti pH’ sinin 2’den 3’e
¢ikarildiginda partikiil boyutunda bir azalma goriilmiistiir (Cizelge [3.13). Daha
sonraki basamakta pH’nin 3’den 5’e dogru artisinda partikiil biiytikliigiinde de
artmaya sebep olmustur. Partikiil boyutunda gozlenen bu degisikliklerin nedeni
irdelendiginde diisiik pH degerinde (pH:2) kitozan zincirlerinin elastik olmamasindan
kaynakli bir sekilde farkli zincirler arasinda etkilesmenin oldugu diisiintilmektedir.
pH degeri 3’e ciktiginda elastik zincir olusumuyla zincir i¢i TPP baglanmalarinin
artmasi ile partikiil boyutunda azalmanin oldugu ve pH’nin daha da artmasiyla zincir
kapanmasinin gercekleserek cemberimsi zincirler aras1 TPP etkilesmesi ile partikiil
boyutunda artis oldugu diisiiniilmektedir. % 0,75 (a/h) TPP ¢ozeltisinin pH’s1 8,85
iken Mg(OH); ilavesiyle pH degerinin 10,78 e ¢ikis1 saglanmig ve bu degisimin etkisi
incelenmistir. Partikiil boyutu iizerindeki etkisine bakildiginda yiiksek pH
degerindeki TPP cozeltisinin partikiil boyutunda bir azalmaya neden oldugu
gorilmiistiir. Bunun sebebinin, yiiksek pH’ ya sahip c¢oOzeltinin kitozanin
presipitasyonunu hizlandirmast ve ortamdaki TPP iyonu ile bagka kitozan
zincirlerinin partikiil biinyesine baglanmasin1 azaltarak partikiill biiylimesini

engellemesi seklinde aciklanabilir.

Karigtirma hizi partikiil boyutunu etkileyen bir bagska parametredir. A. Jain ve
arkadaslar1, yaptiklar1 ¢calismada karigtirma hiz1 arttikca partikiil boyutunda kiigiilme
gozlemlemistir (2016). Yaptigimiz calismada bu sonucu destekler nitelikte; diisiik
karnistirma hizinda partikiiller daha biiyiik, karistirma hizinin artirilmasiyla daha
kiiciik boyutta partikiiller elde edilmistir. Cizelge 3.13" e bakildiginda 800 rpm
karistirma hizinda iiretilen CH8 formiilasyonunun partikiil boyutunun 400 ve 600 rpm

hizlarinda iiretilen mikropartikiillere gore daha kii¢iik bulunmustur.
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Partikiil boyutu iizerinde etkili bagka bir faktor ise TPP konsantrasyonudur. Liu ve
Gao yapmis olduklar1 ¢alismada iyonik jelasyon yontemi ile kitozan partikiillerin
olusmasinda, partikiil biiytikliigiinde ve olusan partikiillerin aglomere olmasinda TPP
konsantrasyonunun kritik parametre oldugunu bulmusglardir. Partikiillerin olugsmasi
icin optimal bir TPP konsantrasyonunun oldugu ve bu konsantrasyon degerinin altinda
partikiiller olusmazken yiiksek degerlerde ise partikiil agregatlari olustugu
goriilmiistiir.  Ayrica optimal TPP konsantrasyonu araliginda TPP konsantrasyonu
arttikca partikiil boyutunda kiiciilme goriilmiistiir. Partikiil boyutunda goriiliilen bu
kiiciilmenin nedeninin ise; TPP konsantrasyonu artigiyla kitozan ile TPP arasinda
gerceklesen artan elektrostatik etkilesimler ile daha kompakt bir yap1 elde
edilmesinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir (2009). TPP konsantrasyonunun
partikiil biiyiikliigii lizerine etkisinin incelendigi baska calismalarda da benzer bir
sekilde partikiil olusumunun gozlendigi TPP konsantrasyonu araliginda partikiil
biiytikliigili can egrisi seklinde olabildigi goriilmiistiir. Diisiik TPP konsantrasyonunda
partikiiller daha biiyiik iken, TPP konsantrasyonu arttik¢a partikiil boyutunda kiigiilme
gozlenmistir.  Ancak cok yiiksek TPP konsantrasyonlarinda agregatlar olusarak
partikiil biiyiikliglinde artma goriilmiistiir. ~ Yiiksek konsantrasyonlarda TPP’nin
kullanildigr durumlarda anyonik yapiya sahip TPP ile katyonik yapili kitozanin
elektriksel etkilesmesi sonucunda yiizey ylikiinde bir azalmanin olustugu ve bundan
dolay1 partikiil boyutunda artis oldugu dustintilmektedir (Hou ve ark., |2015; Jain
ve ark., 2016). Bizim caligmamizda ise kitozan konsantrasyonu % 0,2’ de sabit
tutularak TPP konsantrasyonu % 1,00-0,25 araliginda degistirilmistir. % 0,25 TPP
konsantrasyonunda TPP ve kitozan arasindaki elektriksel etkilesimlerin yeterli
olmayarak partikiillerin olugsmadig1 diisiiniilmektedir. =~ TPP konsantrasyonu Y%
0,50-0,75-1,00 seklinde artan bir konsantrasyonda uygulandiginda yapilan istatistiksel
inceleme sonrasinda % 0,50 ile % 0,75 konsantrasyonlarinda anlamli bir fark
(p>0,05) gozlenmese de partikiil boyutunda azalma egilimi gézlenmistir. Ancak %
1,00 TPP ile hazirlanan formiilasyonun % 0,75 TPP ile hazirlanan formiilasyona gore
partikiil boyutunun daha diisiik olmasina ragmen SPAN degerindeki artis partikiillerin

agregatlar olusturdugunu diisiindiirmektedir.

Partikiil biiytikliigli iizerinde kitozanin etkisi incelendiginde bu konuda yapilan
bir¢cok ¢alismada TPP konsantrasyonu yeterli oldugu siirece kitozan miktar1 arttikca
partikiil biiyiikliigiiniin arttig1 gozlemlenmistir (Bagre ve ark., 2013; Gan ve ark.,
2005¢ Hou ve ark., 2015}, Jain ve ark., 2016; [Liu ve Gao, 2009; [Zaki ve ark., 2015]).
Yaptigimiz ¢alismada % 0,75 TPP orani sabit tutulmus ve kitozan miktar1 % 0,2 ile
0,4 arasinda degistirilerek partikiil biiyiikliikleri incelenmistir. Beklenildigi gibi
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kitozan miktar1 arttikca partikiil biiyiikligii artmistir. % 0,2 TPP oraninda ortalama
partikiil biiyiikligi 59,57 pm’yi bulunmustur.  Ancak kitozan oranmt % 0,3’e
cikarildiginda ortalama partikiil boyutu 85,57 pum’ ye ¢ikmistir. Kitozan orani % 0,4’e
ciktiginda ise partikiil boyutu 100 pm’ yi agmistir.

Kitozan mikropartikiillerinin partikiil buytiklik dagilimlar1 SPAN degerleri
araciligi ile degerlendirilmistir. SPAN degerinin yiiksek olmasi partikiil biiyiikliik
dagiliminin daha genis oldugunu ifade etmektedir. Kitozan mikropartikiil
formiilasyonlar1 incelendiginde % 0,5 TPP konsantrasyonunun kullanildigi CH9 ve %
0,3 kitozan konsantrasyonunun kullanildigi CHI11 formiilasyonlarinin SPAN
degerlerinin 5’ in lizerine ¢ikti1 dier formiilasyonlarda ise bu degerin 2-3,5 arasinda

seyrettigi goriilmektedir.
PLGA Mikropartikiilleri

Emiilsifikasyon solvent buharlastirma teknigi ile iiretilen PLGA mikrokiirelerin
partikiil biiyiikliikleri siirfaktan cinsi ve miktari, polimer bilesimi ve miktari, polimer
ve stirfakatnin molekiil agirligi, etkin madde miktar1 ve karigtirma hizi gibi bir¢cok
parametreden etkilenmektedir (Doolaanea ve ark., |2015; Goodfriend ve ark., 2016;
Krishnamachari ve ark) [2007; Kumar ve ark. [2014; Nahata ve Saini, 2008;
Sengel-Turk ve ark. 2012; Zhang ve Gaol 2007). Yapmis oldugumuz calismada
Cizelge de gosterildigi gibi karistirma hizi, PLGA miktar1 ve tiirti, siirfaktan
madde miktar1 ve tiirii olmak tizere ¢esitli parametrelerin partikiil biiyiikliigiine etkisi
incelenmistir. 11k parametre olarak nformiilasyon calismalar1 kapsaminda karistirma
hiz1 incelenmis ve karigtirma hizinin 400 rpm’ den 800 rpm’ e ¢ikmasiyla partikiil
biiytikliiglinde ciddi bir azalmanin oldugu goriilmiistiir. Bu diistisiin sebebi ise yiiksek
hizda karistirma islemi uygulamanin yag fazim su fazi icerisinde daha homojen bir
sekilde dagitarak daha kiiclik damlaciklarin olugsmasi ve dolayisiyla elde edilen
partikiillerin biiytikliiglinde azalmanin meydana gelmesi seklinde ifade edilebilir.
Zhang ve arkadaslar karistirma hizim 400 rpm’ den 800 rpm’ e ¢ikararak partikiil
biiytikliigtinde 71,7 pm ’den 54,3 pm’ye diislisii saglamistir (2007). Benzer bir
sekilde Kumar ve arkadaglar1 da yapmis olduklar1 ¢alismada karigtirma hizin1 2000
rpm’ den 3500 rpm’ e c¢ikardiklarinda partikiil biiyiikliigiiniin 5,1 gm ’den 4,3 p’e
diistiigiinii gormiiglerdir (2014). Yaptigimiz calismamizda partikiil biiytikliigtinii
etkileyen bir diger faktor de polimer miktar1 olmustur. P4, PS ve P6 formiilasyolarinda
sirastyla %1, %2 ve %3 PLGA kullanilmis ve ortalama partikiil boyutlar1 sirasiyla
9,27 ym , 11,43 pm ve 14,73 pm olmak lizere dogrusal bir sekilde artig gostermistir.
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Elde ettigimiz sonuglara benzer sonuclar baska calismalarda da goriilmiistiir. Ornegin
Zhang ve arkadaglar yaptiklar1 calismada karistirma hizinin yam sira polimer
konsantrasyonunun partikiil biiytikliigiine etkisini incelemis ve konsantrasyon artigi ile
partikiil biiytikliigiinde artis oldugunu tespit etmislerdir. Bu artisin sebebinin ise
tiretim esnasinda heniiz tam olarak katilasmamig polimer damlaciklar1 arasinda
flizyon olabilecegi ya da polimer konsantrasyonunun artmasiyla organik faz
viskozitesinde artisin olmasi ve bunun sonucunda emiilsiyon damlaciklarinin sahip
olduklar1 optimal kayma hizlarin1 kaybederek damlalarin birlesmesi olabilecegini
sOylemislerdir (2007). Yukarida bahsedildigi gibi partikiil tizerinde etkili olan diger
bir parametre siirfaktanin cinsi ve miktaridir. Yapmis oldugumuz ¢alismada PVA ve
CTAB olmak iizere iki fakln siirfaktan farkli konsantrasyonlarda kullanilmistir. Tlk
olarak PVA’ y1 ele aldigimizda konsantrasyonu % 1’den % 5’e ¢ikarilmig ve ortalama
partikiil biiyiikligiinde 17,83 pm’ den 9,27 pm’ ye diisiis elde edilmistir. PVA’nin
stirfaktan olarak kullanildig1 diger ¢alismalarda da elde ettigimiz sonucu destekler
sonuglar bulunmustur. Krishnamachari ve arkadaslart PVA konsantrasyonunu Y%
I’den % 5’e ¢ikartmis ve ortalama partikiil biiytikligiinde 34,03 pym’ den 14,61
pm’ye diisis oldugunu gormislerdir. Stirfaktan madde artis1 ile partikiil
biiyiikliiglinde gozlenen bu azalmanin nedeninin ise siirfaktan konsantrasyonu
artisiyla emiilsiyon damlacik biiyiikliigiinde azalmanin oldugunu ifade etmislerdir.
Ayrica diisiik konsantrasyonlarda stirfaktan kullanildiginda siirfaktan maddenin
organik fazin damlacik yiizeylerini Ortme konusunda yeterli olamayacagi ve
damlaciklar arasinda birlesmenin gerceklesmesi sonucunda partikiil biiyiikliiglinde
artig olabilecegini soylemislerdir. (2007). Krishnamachari haricinde bu sonucu
destekler calismalar da mevcuttur (Kumar ve ark., 2014; [Nahata ve Saini, 2008]).
Calismamizda bir diger siirfaktan olarak, PVA’ya oranla daha kiiciik partikiil
biiyiikliigli eldesine izin veren (Ismail ve ark., |2012) ve partikiillere pozitif ylizey
yiikii saglayan (Le Broc-Ryckewaert ve ark., [2013) CTAB % 0,5, % 1,0 ve % 1,5
konsantrasyonlarinda kullanilmigtir. % 0,5 den % 1,0’ e konsantrasyon cikarildigi
zaman partikiil buytkligi 31,43 pm’ den 12,37 pum’ ye diigmiistir.  Ancak
konsantrasyonun % 1,5’ e ¢ikmasiyla partikiil boyutunda artma olmus ve 32,70 u
olarak elde edilmistir. Pradhan ve arkadaglar siirfaktan olarak CTAB kullandiklar
PLGA nanopartikiil formiilasyonlarinda siirfaktan konsantrasyonunu % 0,25-2
aralifinda degistirerek partikiil boyutu iizerine etkilerini incelemisler ve bizim
calisgmamiz1 destekler nitelikte partikiil biiyiikligii degisiminin ¢an egrisi seklinde
oldugunu gormiiglerdir. CTAB konsantrasyonunun % 0,25’ den % 0,5’ e ¢ikmasiyla
partikiil biiytikliiglinde azalmanin oldugu ve konsantrasyonun % 0,5’ den % 2’ye

kadar artirlldiginda partikiil biiyiikliigiinde artigsin oldugunu tespit etmislerdir (2015).
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CTAB konsantrasyonundaki artis ile partikiil biyikliigiinde de artisin
gerceklesmesinin nedenlerinin su fazi1 viskozitesinin artmasi, CTAB’1n kendi misel
yapisi olusturmast ve doygunluk limitini agsmasi gibi etkenlerin olabilecegi
diisiiniilmektedir. Diisiik CTAB konsantrasyonunda partikiil boyutunun fazla olmasi
ise ¢ogu siirfaktanda oldugu gibi CTAB konsantrasyonunun emiilsiyon damlacik
ylizeyini Ortmeye yeterli gelmeyerek damlacik biiyiimesine yol agmasi seklinde
diistiniilmektedir. CTAB konsantrasyonunun partikiil tizerindeki bu etkileri ve eklem
icine uygulanmak i¢in arzu edilen partikiil biiyiikliigii degeri goz Oniine alindiginda
calisgmamiz i¢in optimal CTAB konsantrasyonunun % 1 oldugu goriilmektedir. Son
parametre olarak PLGA tipinin partikiil biiyiikliigii lizerine etkisi incelendiginde
PLGA(75:25) ile iiretilen mikropartikiillerin partikiil biiyiikliiklerinin daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Bunun esas nedeninin polimerin molekiil agirliginin daha fazla

olmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

Hazirlanan PLGA bazli mikropartikiillerin partikiil buiytikliik dagilimi hakkinda
bilgi veren SPAN degerlerine bakildiginda, partikiil biiyiiklik dagilimini etkileyen
parametrenin siirfaktan tipi oldugu anlasilmstir. Siirfaktan olarak PVA’nin
kullanildigr formiilasyonlarda SPAN degerleri 1,11 ile 2,06 arasinda degisirken
CTAB’1n kullanildig1 formiilasyonlarda 2,45 ile 4,85 arasinda degismekte oldugu
goriilmiis ve istatistiki acidan SPAN degerlerindeki bu degisimin anlamli oldugu
belirlenmistir (p<0,05). Bu konuda literatiir incelemesi yapildiginda Jain ve Kumar
yapmig olduklar1 ¢calismada bizim elde ettigimiz sonuca benzer bir sekilde, siirfaktan
olarak CTAB’1n kullanildig1 durumlarda PVA’ya gore daha genis partikiil biiyiikliik
dagilimi elde etmislerdir (2010).

4.3.3. Mikropartikiillerin Yiizey Yiiklerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Zeta potansiyeli kolloidal sistemlerde disperse olan fazin siirekli faz igerisindeki
davranigin belirleyen 6nemli bir faktordiir. Kati partikiil ile siv1 arasinda olusan
elektriksel cift tabakanin bir Ol¢iitii olan zeta potansiyeli, partikiillerin su iizerinde
ylizme ya da aglomere olmas1 gibi davraniglari lizerinde etkilidir. Bu nedenle de zeta
potansiyeli partikiiler sistemlerin stabilitesi icin onemli bir parametredir (Salopek
ve ark., 1992). Bu nedenlerle hazirlanan mikropartikiil formiilasyonlarinin yiizey
yukii kaynakli davramiglarini incelemek amaciyla zeta potansiyelleri oOlciilmiis ve

degerlendirilmistir.

141



Kitozan Mikropartikiiller

Kitozan mikropartikiillerinin fizikokimyasal 6zelliklerinin ilizerine karigtirma hizi
kitozan ve TPP cozelti pH degerleri, TPP ve kitozan konsatrasyonu gibi
parametrelerin etkisi incelenmis ve bu parametrelerden partikil yiizey yiikleri
tizerinde pH, TPP ve kitozan konsantrasyonlarinin etkili oldugu goriilmiistiir
(p<0,05). Tk olarak pH’nin zeta potansiyeli iizerine etkisi incelendiginde hem
kitozan cozeltisi hem de TPP cozeltisinin zeta potansiyeli iizerinde etkili oldugu
belirlenmistir. Kitozan c¢ozeltisi pH degerlerine bakildig1 zaman pH degerindeki
artigin zeta potansiyelinde de artisa neden oldugu goriilmiistiir. Liu ve Gao yapmus
olduklar1 caligmada kitozan ¢ozelti pH degerinin artmasiyla zeta potansiyelinin
arttigin1 gérmiis ve bunun diisiik pH degerlerinde kitozanin negatif yiiklii iyonlari
adsorbe etmesinden kaynakli olabilecegini one siirmiislerdir. Partikiillerin yiizey
ozellikleri tlizerine TPP c¢ozeltisinin pH® smin etkisine bakildiginda diisiik pH
degerindeki TPP ¢ozeltisi ile tliretilen mikropartikiiliin zeta potansiyeli degerinin daha
yliksek oldugu goriilmiistiir.  Yiiksek pH degerli TPP cozeltisi mikropartikiillerin
hazirlama yoOnteminde anlatildig1 gibi TPP c¢ozeltisine Mg(OH), siispansiyonu
ilavesiyle saglanmistir. Hazirlanan bu ¢ozelti ile kitozan ¢ozeltisinin karistirilmasiyla
total karisimdaki OH™ iyon miktarinin artarak katyonik kitozan ile etkilesmesi sonucu
kitozanin pozitif yiik miktarindaki azalmadan kaynakli olarak zeta potansiyelinde
azalmanin olabilecegi diisiiniilmektedir. Partikiil yiizey yiikii lizerine etkili diger bir
parametre olan TPP konsantrasyonunun etkisi incelendiginde TPP konsantrasyonu
arttikca zeta potansiyelinde azalmanin oldugu goriilmiistiir. TPP konsantrasyonu % 1,
% 0,75 ve % 0,5 olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda incelenmis ve sirasiyla 11,68
mV, 9,56 mV ve 9,16 mV seklinde Ol¢iilmiistiir. TPP konsantrasyonu arttikca zeta
potansiyelinde  azalmanin meydana gelmesi, anyonik Ozellikteki ~TPP
konsantrasyonunun artmasiyla katyonik kitozan ile elektriksel daha fazla etkilesmesi
sonucunda  total katyonik ylik miktarin1  azaltmasindan  kaynaklandig:
diisiiniilmektedir. Iyonik jelasyon yontemi ile iiretilen kitozan partikiiller iizerinde
bagka arastirmacilarin bulgular1 da TPP konsantrasyonunun artmasiyla zeta
potansiyelinde azalmanin goriilmesi sekindedir (Liu ve Gao, 2009; Sipoli ve ark.,
2015). Mikropartikiillerin yiizey yiikii iizerine kitozan konsantrasyonunun etkisi
incelendiginde kitozan miktarindaki artisin zeta potansiyelde artmaya neden oldugu
goriilmiistiir. Calismamizda % 0,2, % 0,3 ve % 0,4 konsantrasyonlarinda kitozanla
caligilmig ve sirastyla 9,56 mV, 10,30 mV ve 15 mV olacak sekilde zeta potansiyeli
Olciileri yapilmistir. Kitozan konsantrasyonundaki artisin zeta potansiyelinde artisa

neden olmasinin sebebi kitozanin tasidigi katyonik ozellikten kaynaklanmaktadir.

142



Literatlir incelemesi yapildiginda da kitozan konsantrasyonu artiginin zeta
potansiyelinde de artisa neden oldugu goriilmektedir (Antoniou ve ark., 2015; Luo
ve ark., 2010; Sipoli ve ark., 2015)).

PLGA Mikropartikiiller

Hazirladigimiz PLGA mikropartikiillerinin zeta potansiyeli degerleri Cizelge
[3.14de verilmistir. Formiilasyonlarin zeta potansiyelleri icin istatistiksel
degerlendirme yapildig1 zaman anlaml bir degisime yol acan faktorlerin karigtirma
hiz1, siirfaktan cinsi ve konsantrasyonunun oldugu saptanmistir (p<0,05). Oncelikle
PVA’ nin mikropartikiillerin fizikokimyasal ozellikleri iizerine etkisi incelenmis ve
pek cok calismada oldugu gibi PVA, partikiilere negatif yiizey yiikii kazandirmistir
(Turk, 2014; Kumar, 2014; Vandervoort, 2004). Ayrica PVA miktar1 zeta potansiyeli
degerleri lizerinde etkili olmus ve % 1, % 3 ve % 5 PVA iceren formiilasyonlarin zeta
potansiyelleri sirasiyla -20,26, -17,80 ve -16,02 seklinde azalmigtir. Bu
formiilasyonlarin ~ zeta  potansiyellerindeki  de8isime  bakildiginda  PVA
konsantrasyonunun artmasiyla zeta potansiyelinde bir azalmanin oldugu
belirlenmistir. Elde ettigimiz sonuca benzer sekilde Kumar ve arkadaglan
calismalarinda PVA miktarin1 % 0,5 - 2 araliinda kullanarak mikropartikiilleri
hazirlamiglar ve PVA miktarinin artmasiyla zeta potansiyelinde bir azalma egiliminin

oldugunu gormiislerdir (2014).

Osteoartrit tedavisi icin eklem icine enjekte edilen partikiiler sistemlerin eklem
icerisinde kalig siirelerini artirmaya yonelik stratejilerden biri Bolim [I.5.2.2] de
anlatildig1 gibi partikiillere pozitif yiizey yiikii kazandirmaktir. Bu amagla partikiillere
negatif yiizey yiikii kazandiran PVA’nin yerine siirfaktan olarak CTAB’ 1n kullanildig1
mikropartikiil formiilasyonlar1 hazirlanmigtir. Partikiillerin ylizey yiiklerinin ol¢limii
yapildiginda pozitif zeta potansiyeli elde edildigi goriilmiistiir. ~ Siirfaktan olarak
CTAB’ 1mn kullamildigi PLGA partikiillerinin ¢aligildigr literatiirler incelendiginde
sonug¢larin uyumlu oldugu goriilmiistiir (Chu, 2011; Singh, 2003; Basarkar, 2007;
Pradhan, 2015; Singh, 2000). CTAB partikiillere pozitif yiizey yiikii kazandirmanin
yani sira konsantrasyonunun artigi ile zeta potansiyelinde artig gostermistir. CTAB
konsantrasyonunu % 0,5’ den % 1’ e ¢ikardi§imizda zeta potansiyelin 14,16’ dan
31,30’ a ¢ikti@1 goriilmiistiir. Ancak CTAB konsantrasyonu % 1,5 a cikarildiginda
zeta potansiyelinde onemli bir degisiklik goriilmemistir. Elde ettigimiz bu sonuclara
benzer sekilde Pradhan ve arkadaglar1 da farkli CTAB konsantrasyonlarinin

partikiillerin zeta potansiyeli iizerine etkisini inceledikleri calismalarinda CTAB
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konsantrasyonunu % 0,25 den % 2’ ye kademeli olarak artirdiklarinda partikiil zeta

potansiyellerinde de artis elde etmislerdir (2015).

Hazirlamis oldugumuz PLGA mikropartikiillerinin zeta potansiyel aralifi -13 ile
30 mV arasinda degisen ve Ozellikle siirfaktan olarak CTAB’ 1n kullanildig
formiilasyonlarda daha yiiksek zeta potansiyeli elde edilmistir. Partikiiler sistemlerin
zeta potansiyel degerlerinin stabiliteleri iizerine etkili oldugu g6z Oniine alindiginda
stabiliteleri agisindan bir sorun olmayacagi diisiiniilmektedir. Partikiillerin stabiliteleri

ile ilgili bu diisiincemizi desteklemek icin Onstabilite calismalar1 da yapilmustir.

4.4. Termojel Formiilasyonlarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.4.1. Termojel Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltilerin pH Degerlerinin

Degerlendirilmesi

Kitozan bazli termojellerin tliretim prosesinde ¢ozeltilerin pH degerleri en onemli
parametrelerden biridir. Clinkii kitozanin presipite olmadan noétrallestirilmesi igin
Bolim de bahsedildigi gibi kitozanin pKa degerine yakin zayif bazik
maddelerin kullanilmas1 gerekmektedir. Bazik maddenin pKa degerinin etkisinin
incelenmesi i¢in pKa degeri diisiik olan ASP (pKa:6,8-7,2) ve pKa degeri biiylik olan
boraks (pKa:9) ¢ozeltileri kullanilmigtir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ASP
cozeltilerinin % 30 ve % 45 konsantrasyonlarinda yaklasik pH 8.1 degerinde
Olciilmiistiir. Ancak konsantrasyon % 60’a c¢ikarildiginda ¢ozeltinin pH degeri 7,05’e
diismtistiir. pH degerindeki bu diisiisiin maddenin ¢oziinme O6zelliklerinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlardaki ASP ¢ozeltisi yiiksek
oranda sodyum ve NHj icermektedir. Ortamda bulunan sodyumun NH]’ iin
NHj(gaz)’a doniisiimiinii tetikleyerek ortamdan ayrilmasini ve ortam pH’sinda
diismeye neden oldugu diisiiniilmektedir. ~ASP c¢ozeltilerinin aksine boraks ile
hazirlanan c¢ozeltilerde pH degisimi gozlenmemis ve pH degeri yliksek pKa’sinin
etkisiyle 9 olarak bulunmustur. Kitozan ¢ozeltilerine bakildiginda ise; % 0,5 (h/h)
asetik asit sulu ¢ozeltisi icerisinde % 1,6 (a/h) konsantrasyonunda hazirlanmis kitozan
cozeltilerinin pH degerleri yaklasik olarak 4,95 olarak bulunmustur. Daha 6nceden
yapilan ¢aligmalara bakildiginda % 0,25-1 (a/h) asetik asit sulu ¢ozeltisi i¢erisinde %
0,25-2 (a/h) konsantrasyonunda hazirlanmig kitozan c¢ozeltilerinin pH degerleri

yaklagik 4-6 arasinda bulunmustur (Arunkumar ve ark., 2016; |[Kaloti ve Bohidar,
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2010; McLaughlin ve ark., 2012; Nair ve ark., 2007; Sipoli ve ark., 2015)). Ayrica
kitozan cozeltilerinin pH degerlerine kitozanin molekiil agirli§inin etkisinin olmadigi

gorilmustir.

Termojel formiilasyonlar1 hazirlanmasinda kullanilan ASP ve boraks c¢ozeltilerinin
pH degerlerinin termojel iiretimi icin kritik rol oynadig1 ve ASP cozeltisinin diisiik pH
degeri nedeniyle herhangi bir presipitasyon olmadan kitozan ¢ozeltisini
notrallestirdigi goriilmiistiir. Ancak boraks c¢ozeltisi kitozan ¢ozeltisine ilave edilmeye
baglandiginda ortamda hizli bir presipitasyon sonucu topaklanmalarin oldugu
gorilmistir. Bu nedenle ¢ozelti homojenligi saglanamamis ve arzu edilen nétr

kitozan ¢ozeltisi elde edilememistir.

4.4.2. Termojel Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltilerin ve Formiilasyonlarin

Viskozite Degerlerinin Degerlendirilmesi

Termojel iiretiminde kullanilacak kitozan ¢oOzeltilerinin ve termojellerin
viskoziteleri iiretim prosesi, iiretilen termojel ile partikiillerin karistirilmasina elverisli
olmas1 ve termojelin enjekte edilebilirligi acisindan onemli bir etkendir. Termojel
tiretiminde kullanilacak kitozan ¢ozelti viskoziteleri ¢ok yiiksek degerde oldugu
zaman karistirma iselemini olumsuz olarak etkilemektedir. Uretilen termojelin
viskozlugunun cok fazla olmasi ise mikropartikiiller ile homojen karigmasini ve
enjeksiyondan serbestce cikisini engellemektedir.  Ayrica ¢ozelti viskozitesinin
kitozan ile jel yapici ajanin optimum etkilesmesini saglayacak seviyede olmasi
gerekmektedir. Termojel formiilasyonlarin iiretim prosesinin yani sira kullanimi
sirasindaki  Ozelliklerinin ~ bilinmesi i¢in  reolojik  ozelliklerinin  bilinmesi
gerekmektedir. Ornegin termojel sisteminin uygulanan kayma gerilimine bagl olarak
viskozitesinde degisiklik olup olmadig1 yani tiksotropik Ozellik tasiyip tasimadigi

belirlenmelidir.

Cizelge 1.2° de gosterildigi gibi sinovyal sivi viskozitesinin alt sinir1 saglikli
bireyde 300 mPas’ dir ve osteoartrit goriilen bireylerde bu deger azalmaktadir. Bu
nedenle calismamiz icin osteoartrit tedavisi icin eklem icine uygulanacak termojel
sisteminin viskozite de8erinin 300 mPas’ dan daha fazla olmasi istenmistir. Bu
nedenle termojel formiilasyonunda hangi molekiill agirh@inda kitozanin

kullanilmasinin uygun olacagim belirlemek icin viskozite Ol¢limleri yapilmusgtir.
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Ol¢iim sonucunda diisiik molekiil agirlikli kitozan c¢ozeltisinin ve bu ¢ozelti ile
hazirlanan termojelin viskozite degerinin 300 mPas’dan diisiik oldugu saptanmus,
eklem ici uygulama icin kullaniminin uygun olmayacadi goriilmiistiir.  Yiiksek
molekiil agirlikli kitozan ise asir1 viskoz yapisindan dolayi tercih edilmemis bu
nedenlerle termojel formiilasyonlarin orta molekiil agirlikli kitozan ile gelistirilmesine
karar verilmistir. Orta molekiil agirlikli kitozan ile gelistirilen formiilasyonlarin
viskozite Olclimleri yapildiginda eklenen jel yapici ajan c¢ozeltileri nedeniyle
viskozitelerinde hafif bir azalmanin oldugu goriilmiistiir. Yapilan bu oOlgiimlere ek
olarak viskozite ol¢iimleri farkli donii hizlarinda yapilmis ve degisen hiza bagli olarak
viskozite degerleri arasinda fark olup olmadigi incelenmistir. Cizelge [3.16] de
goriildiigii gibi Olgiim yapilan donii hizinda artma oldukg¢a viskozitede azalma
meydana  gelmistir. Viskozitede meydana gelen bu degisim termojel
formiilasyonlarmin tiksotropik 06zellikte oldugunu diisiindiirmektedir (Lee, 2009).
Bilindigi tizere tiksotropi dispers sistemlerde partikiilerin cokmemesini sagladig icin
arzu edilen bir 6zelliktir (Troy ve Beringer, 2006). Hazirlanan termojel/mikropartikiil
kombinasyon formiilasyonlarinda da partikiillerin c¢cokmemesi icin tiksotropi
ozelliginin bir avantaj oldugu diistiniilmektedir. Ayrica tiksotropi ozelligi gosteren
termojellerin herhangi bir gerilim uygulanmadi81 durumlarda viskozitelerinin artmasi
ile icerdikleri mikropartikiillerden etkin madde sizmasini engellemeye yardimci
olduklar diisiintilmektedir (Lee, 2009).

4.4.3. Termojel Formiilasyonlarmmn Jellesme Siirelerinin ve Enjekte

Edilebilirliginin Degerlendirilmesi

Termojel formiilasyonlarmin jellesme siireleri termojelin eklem icerisine
uygulandiktan ne kadar siire sonra jellestigini gosteren Onemli bir parametredir.
Termojelin eklem i¢ine uygulandiktan sonra miimkiin olan en kisa siirede jellesmesi
arzu edilmektedir.  Ciinkii jellesme siiresinin uzamasi durumunda eklem icine
uygulanan mikropartikiil/termojel karisimindan partikiillerin uzaklagarak eklem
bolgesinden ayrilmasina neden olabilir. Bu nedenle hazirlanan termojel
formiilasyonlarinin jellesme siireleri incelenmis ve formiilasyonlarin jellesme
stiresinde ise iki parametrenin etkili oldugu goriilmiistiir. Bu parametreler viskozluk
ve jellesme ajami igeren ¢ozelti konsantrasyonunun pH degeridir (p<0,05). Ornegin
ASP’nin % 15 konsantrasyonu kullanildiginda ASP ve kitozan arasindaki
etkilesiminin yetersiz olmasindan dolay1 jellesme siiresinin olduk¢a uzun (>30 dak)

oldugu goriilmiistiir. ASP konsantrasyon degeri % 30-45’ e ¢iktiginda ise kitozan ve
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ASP etkilesimi artarak ve bu siire 5 dakikaya kadar diigmiistiir. Ancak
konsantrasyonun % 60’a ¢ikmasi ile ASP ¢ozeltisinin pH degeri diismiis ve kitozan
cozeltisini notrallestirmek icin gerekli ¢ozelti miktar1 artmistir. Bu nedenle ¢ozelti
viskozlugunda azalma gergeklesmis ve jellesme siiresi 30 dakikay1 agsmistir. Kitozan
termojeller iizerinde yapilan bagka bir calismada benzer sonuglar bulunarak jellesme
stiresi lizerinde etkili faktorlerin eklenen baz ¢ozeltisi miktari, viskozite ve sicaklik

gibi parametreler oldugunu belirtmislerdir (Nair, 2007)

Termojel formiilasyonlarin enjekte edilebilirligi termojelin enjektor yardimiyla
eklem icine uygulanma islemi icin kritik parametredir. Bu nedenle hazirlanan
termojel formiilasyonlarinin enjekte edilebilirligi incelenmis ve hazirlanan
termojellerin enjekte edilebilirliklerinin dogrudan viskoziteleri ile iligkili oldugu
gorlilmiistiir. Asir1 viskoz olan yiiksek molekiil agirlikli kitozan termojel enjektorden
cikist gerceklesmemistir. T1, T3, T4, TS5 ve T6 formiilasyonlar1 1kg’lik bir kuvvet

uygulandiginda enjektorden 85 saniyeden daha az siirede tamamen ¢ikmustir.

4.5. Formiilasyonlarin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Belirlenen

Morfolojik Ozelliklerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Hazirlanan mikropartikiil, termojel ve mikropartikiil/termojel formiilasyon
karigimlarinin morfolojik analizini yapmak i¢in SEM goriintiileri cekilmis ve yapilan
incele sonrasinda kullanilan polimer ve hazirlama yoOnteminin partikiillerin
morfolojisini degistirdigi goriilmiistiir. Tlk olarak iyonik jelasyon yontemi ile iiretilen
kitozan mikropartikiil formiilasyonlar1 incelendiginde partikiillerin kiiresel yapida
olmadig1 ve diizensiz sekilli olduklar: belirlenmistir. Yapilan literatiir incelemelerinde
de iyonik jelasyon yontemi ile iretillen kitozan partikiillerin yaptigimiz
calismadakine benzer sekilde diizensiz sekilli olduklar1 goriilmiistiir (Martins ve ark.,
2012; |Yoksan ve ark. [2010). PLGA mikropartikiillerin SEM goriintiileri
incelendiginde ise partikiillerin kiiresel yapiya ve piiriizsiiz bir yiizeye sahip olduklari
gorilmiistiir. Ayrica PLGA mikropartikiillerinde siirfaktan madde olarak PVA ya da
CTAB’1in  kullanilmasmin  partikiill morfolojik  6zelliklerini ~ degistirmedigi
belirlenmistir. Yapilan literatiir incelemesinde emiilsifikasyon-solvent buharlagtirma
teknigi ile tretilen PLGA partikiillerinin ¢alismamizda elde ettigimiz gibi kiiresel

yapida ve piiriizsiiz yiizey Ozelliklerine sahip olduklar1 gortilmiistiir (Ismail ve ark.,
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2012} Ko ve ark., [2013; [Zhang ve Gao, 2007} [Zhang ve ark, 2011). Bolim [[.5.2.2]
de bahsedildigi gibi eklem i¢ine uygulanan partikiiler sistemlerin kiiresel yapida
oldugu zaman uygulama bolgesindeki inflamasyonu daha az tetikledigi goz Oniine
almirsa PLGA partikiillerin kiiresel yapisimin bir avantaj oldugu diisiiniilmektedir.
Hazirlanan termojel formiilasyonlarinin morfolojik incelemesi yapildiginda porlu bir
yapmnin olustugu goriilmiistiir. Yapilan calismalar incelendiginde kitozan
termojellerin 37°C’ de jellestikten sonra SEM goriintiileri incelendiginde yaptigimiz
calismadakine benzer oldukc¢a porlu yapilar goriilmustiir (Arunkumar ve ark., [2016;
Monette ve ark.,, 2016). Ayrica farkli  konsantrasyonlarda ASP igeren
formiilasyonlarin poroz yapilarinda degisiklikler tespit edilmistir. % 30, % 45 ve % 60
konsantrasyonlarindaki ASP c¢ozeltileri  kullanilarak hazirlanan termojellerin,
konsantrasyon artisina bagli olarak por duvarlarinda kalinlasmanin oldugu
gozlenmigti.  ASP konsantrasyonuna bagli olarak gozlenen por duvarlarindaki
kalinlasmanin sebebinin artan ASP miktar1 ile ASP-kitozan arasi etkilesimlerin
artmasinin oldugu diisiintilmektedir. SEM goriintiilerinin incelendigi son grup ise
mikrokiire-termojel karisim formiilasyonlaridir ve morfolojik incelemeler sonucunda
termojel ve mikropartikiillerin fiziksel olarak birbirlerini etkilemedikleri ve homojen

bir karisim elde edildigi goriilmiistiir.

4.6. Formiilasyonlarin Diferansiyel Taramalh Kalorimetresi (DSC) Analizine Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

Cesitli madde ve materyallerin fiziksel 6zellikleri hakkinda bilgi saglayan bir ¢cok
analitik metot vardir ve bunlardan biri olan DSC, farmasotik alanda yaygin olarak
kullanilan termal analiz metodudur. Maddelerin kristal ya da amorf halleri, camsi1
gecis sicaklig1 ve erime Ozellikleri, rekristalizasyon, dekompozisyon ve gaz ¢ikisi gibi
ozellikleri hakkinda bilgi saglamaktadir. Ayrica aym materyaller ile yapilan farkli
orneklerin benzerlik ve farkliliklar1 hakkinda bilgi verir. Daha spesifik olarak etkin
madde-polimer etkilesimleri, etkin maddenin polimer matriksindeki kristal ya da
amorf hali hakkinda bilgi vermektedir (Turk ve ark., [2014; Zhang ve Gao, 2007).
Formiilasyonlarin karakterizasyonu i¢cin DSC analizleri yapilmistir. Kitozan ve PLGA
mikropartikiilleri ile kitozan termojellerinin DSC analizlerine dair degerlendirmeler

asagida gruplar halinde yer almaktadir.
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Kitozan Mikropartikiiller

PLGA mikropartikiillerinin DSC incelemesi i¢in Oncelikle formiilasyonda
kullanilan yardimci maddelerin DSC analizi yapilmistir. Kitozanin DSC
termogramina bakildiginda 309,18 °C’ de egzotermik bir pik goriilmiistiir. Literatiir
incelemesi sonucunda bu pikin kitozanin degredayonuna ait oldugu belirlenmistir
(Guinesi ve Cavalheirol 2006; Kawadkar ve Chauhan| 2012; Sarmento ve ark., 2006).
Bolim 1.5.4.1° de de bahsedildigi gibi kitozan erimeden degrade olmaktadir, bu
nedenle iretim prosesi kitozanin eritilmesi degil asidik bir ¢oziiciide c¢oziinmesi
esasina dayanmaktadir. TPP’ nin DSC termogrami incelendiginde ise 120,31 ve
194,27 °C’ lerinde iki tane egzotermik pik gozlenmistir. TPP’nin termal analizlerinin
yapildig1 bagka calismalarda da TPP’ye ait iki endotermik pik gozlenmistir
(Govindasamy ve ark., 2013 |Kouchak ve ark., 2015)). TPP’nin erime noktasinin 622

°C oldugu (Peery, 2016) diisiiniiltirse bu piklerin erime ile ilgisi olmadig1 soylenebilir.

Hazirlanan kitozan mikropartikiil formiilasyonlarinin DSC termogramlari
formiilasyonda yer alan maddelerin fiziksel karisim halinde elde edilen DSC
termogramlar ile kargilastirildiginda, mikropartikiil formiilasyonlarinda kitozana ait
309,18 °C ’de goriilen degredasyon pikinin Sekil 3.35 ve 3.36” da goriildiigi gibi
yaklagik 250 °C’ ye kaydig1 goriilmiistiir. Bu kaymanin nedeni, saf kitozanin azot
gruplart serbest oldugu zaman siibstitlie olmasma oranla daha yiiksek sicaklikta
denatiire olmasi seklinde acgiklanabilir (Kittur ve ark., 2002). Ciinkii kitozan ve TPP
arasindaki elektriksel etkilesimler Bolim 1.5.4.3’de goriildiigi gibi kitozanin azot
atomu ve TPP’nin oksijen atomu arasinda gerceklesmektedir. Kitozan
mikropartikiillerinde gozlenen bu pik kaymasi bagka calismalarda da goriilmiistiir.
Kitozanin genipin ile ¢capraz baglanmasi ile hazilanan partikiillerde kitozanin 324 °C’
de gozlenen denatiirasyon piki 270 °C dolaymna kaymustir (Kawadkar ve Chauhan,
2012).

TPP  konsantrasyonunun formiilasyonlara etkisi DSC termogramlarinda
incelendiginde Sekil 3.35° da goriildiigii gibi TPP konsantrasyonunun azalmasiyla
kitozanin egzotermik pikinde kiiclilme gozlenmis ve TPP konsantrasyonu % 0,25’e
diistince pikin tamamen kayboldugu goriilmiistir. Bunun sebebinin ise diisiik
konsantrasyondaki TPP’nin kitozan ile iyonik jelasyonu icin yeterli olmamasi ve
baglanmanin  gerceklesmeyerek  kitozanin  ortamdan  uzaklagsmasi  oldugu
diisiintilmektedir. Sekil 3.36’a bakildiginda ise kitozan miktarinin DSC
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termogramlarinda 6nemli bir etkisinin olmadig: belirlenmistir.

DSC termogramlarinda etkin madde ile polimer arasi etkilesimlerin incelenmesi
amaciyla formiilasyon DSC termogramlar1 ile formiilasyonda yer alan maddelerin
fiziksel karisimlarina ait DSC termogramlart (Sekil 3.30) karsilastirilmis ve
tenoksikamin, kitozanin ve TPP’nin kendilerine 6zgii piklerin her iki termogramda da
benzer oldugu goriilmiis ve etkin madde ve yardimci maddeler arasinda herhangi bir
etkilesimin olmadig1 belirlenmistir.  Ancak formiilasyonlara ait termogramlarda
tenoksikama 0zgii piklere rastlanilmasi etkin maddenin kristal formunu korudugunu
gostermektedir. ~ Bunun sebebinin ise; tenoksikamin hidrofobik yapist geregi
mikropartikiil iiretim prosesinde tenoksikam kitozan ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilmeyip
siispande edilmesidir. Baska bir suda c¢oziiniirliik problemi olan flurbiprofen ile
yapilan calismada etkin maddenin disperse edilmesinden kaynakli olarak kristal
yapisimt korudugu ve formiilasyonlarn DSC termograminda piklerinin yer aldigi
goriilmiistiir (Kawadkar ve Chauhan, 2012). Ayni sekilde hidrofobik ozellikteki
aseklofenak ile yapilan kitozan partikiillerin DSC termogramlarinda etkin madde

pikleri goriilmistiir (Rao ve ark., [2010).
PLGA Mikropartikiiller

PLGA mikropartikiillerinin DSC analizi i¢in oncelikle formiilasyonda kullanilan
yardimc1 maddelerin DSC termogramlar1 elde edilmistir. Oncelikle farkli PLGA
tiplerinin incelemeleri yapilmis ve PLGA (50:50)’ nin 46,97 °C’de ve PLGA (75:25)
in 47,88 °C’ de pik verdigi goriilmiistiir. Bu piklerin polimerin camsi1 gegis sicaklig
(Tg) nedeniyle olustugu ve polimerin amorf yapisindan dolayr daha yiiksek
sicakliklarda herhangi bir endotermik erime piki olusmadig:r diisiiniilmektedir.
Literatiir incelemesi yapildifinda bu sonucu destekler nitelikte c¢alismalar
bulunmustur. Falco ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada PLGA (50:50) nin
40-45 °C araliginda camsi1 gecis sicakliginin gozlendigi ve 300 °C’ nin lizerinde
dekompoze oluncaya kadar herhangi bir pik tespit edilmemistir (2013). Ayrica yapilan
bagka caligsmalarda da benzer olarak PLGA (75:25, MA 20 kDa)’in 50 °C’de ve PLGA
(50:50, MA 40-75 kDa) 41,9 °C’de camsi gegis sicakligina ait piki gozlemlenmistir
(Turk ve ark., 2014; Zhang ve Gao, 2007). Formiilasyonda yer alan yardimci maddeler
ile etkin madde arasinda herhangi bir etkilesmenin olup olmadigini anlamak igin
formiilasyonda yer alan maddelerin fiziksel karistmlar1 hazirlanarak Sekil 3.32, 3.33
ve 3.34’ de gosterildigi gibi DSC termogramlari incelendiginde tenoksikam, PLGA ve
PVA’'nin kendilerine has pikleri gosterdiginin siirfaktan olarak PVA'nin kullanildig:

formiilasyonlarda herhangi bir etkilesmenin olmadig: belirlenmistir. Stirfaktan olarak
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CTAB’1n kullanildig1 formiilasyonda yer alan maddelerin DSC termogramlar fiziksel
karisimin termogramu ile karsilagtirildiginda CTAB ve PLGA’ nin kendilerine has pik
degerlerini koruduklar1 ancak tenoksikamin erime derecesine ait pikin 223,26 °C’ den
farkli termogranmlarda 199,12 ve 205,07 °C’ ye kaydigr goriilmiistiir. Piklerde
gozlenen bu kayma egilimi CTAB ile tenoksikam arasinda bir etkilesme ihtimalini
dogurmus ancak ilave olarak yapilan FTIR analizi sonrasinda formiilasyonlara ait
spektrumlar incelendiginde etkin maddeye ait piklerin belirgin varlig1 herhangi bir

kimyasal etkilesim varlig1 ihtimalini ortadan kaldirmistir.

Sekil 3.38, 3.39 ve 3.40° a bakildiginda mikropartikiil formiilasyonlarinin DSC
termogramlarinda etkin maddeye ait herhangi bir erime ve dekompoze olma piki
goriilmemektedir. Bu durumdan yola c¢ikarak etkin maddenin polimerik materyal
icerisinde amorf halde oldugu diisiiniilmektedir. Farkli etkin maddelerle yapilan
calismalarda da benzer sonuglar elde edilmisti. Ornegin lornoksikamin PLGA
icerisine enkapsiile edildigi bir calismada DSC termograminda etkin maddeye ait
herhangi bir pik goriilmemistir (Zhang ve ark., 2011). Temozolamid ile yapilan bir
calismada da etkin maddenin PLGA matrisinde amorf halde oldugu DSC
termograminda bir pik tespit edilmemistir (Zhang ve Gao, 2007). Ayrica stabilizan
maddenin PVA ya da CTAB olmas: etkin madde piklerinde herhangi bir degisiklige
neden olmamig ve boylece enkapsiilasyon siirecinde etkin maddenin amorf halini her
iki stabilizan i¢in de korudugu gozlenmistir. Ayrica PVA ve CTAB’a ait herhangi bir
pikin formiilasyonlarin DSC termogramlarinda yer almamasi partikiillerin basarili bir
sekilde yikandigina ve ortamdan uzaklastirildiklarini gostermektedir. PLGA miktari
ve tipinin de etkin maddenin polimerik materyal icerisindeki amorf haline herhangi
bir etkisinin oldugu goriilmemistir. Ancak Sekil 3.37 ’de yer alan P1 formiilasyonuna
bakildiginda polimerin camsi geg¢is sicakliginin yaninda tenoksikama ait erime ve
dekompoze olma pikleri de goriilmektedir. P1 formiilasyonunun diisiik karistirma
hizinda iiretildigi goz Oniine alindiginda bu karistirma hizimin enkapsiilasyon igin

yeterli olmadig1 ve etkin maddenin kristal formda kaldig1 diistintilmektedir.
Kitozan Termojeller ve Mikropartikiil/Termojel Karisimlar:

Calismamizda hazirladigimiz termojel formiilasyonlarinin termal incelemeleri
kitozan ve ASP fiziksel karisimi ile termojel formiilasyonlarinin analizi ile elde edilen
DSC termogramlarinin karsilastirmasi ile yapilmistir. Sekil 3.31° de gosterildigi gibi
fiziksel karigima ait DSC termograminda ASP ve kitozan kendilerine has pikleri
vermis iken termojel formiilasyonlarina ait DSC termogramlarinda Sekil 3.41° de

gosterildigi gibi farkliliklar meydana gelmigtir. Termogramlarda meydana gelen bu
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farkliliklarin nedeninin ise termojel olusumu sirasinda ASP ve kitozan arasinda
gerceklesen elektriksel etkilesimlerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Son olarak,
hazirladigimiz mikropartikiil/termojel kombinasyon formiilasyonlar: icin DSC analizi
yapilmis ve elde edilen termogramlar incelendiginde termojel ile mikropartikiil

arasinda herhangi bir etkilesmenin olmadig1 anlagilmistir.

4.7. Formiilasyonlarin Fourier Doniisiimlii Infared Spektrofotometre (FTIR)

Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

FTIR spektrofotometre incelemeleri maddelerin kimyasal baglar1 ve fonksiyonel
gruplarinin  spesifik vibrasyonlarinin infared 1smlarim1 absorblamasi temeline
dayanmaktadir ve farmasotik alanda etkin madde-polimer arasi etkilesimlerin
incelenmesinde kullanilmaktadir (Gupta ve ark., 2014). Kitozan ve PLGA
mikropartikiilleri ile kitozan termojellerinin FTIR analizlerine dair degerlendirmeler

asagida gruplar halinde yer almaktadir.
Kitozan Mikropartikiiller

Yapilan literartiir incelemelerinde kitozanin 3700-2800 cm™! ve 1700-400 cm™*
olmak tizere iki temel alanda spesifik piklerini verdigi goriilmiistiir (Antoniou ve ark.,
2015 Dudhani ve Kosaraju, 2010; Kawadkar ve Chauhan, [2012). Daha ayrintil
bakilacak olursa Luo ve arkadaslar kitozanin FTIR spektoskopisini incelediklerinde
1025 cm~!’de C-O gerilmesi, 1375 cm~'’de -CHj3 simetrik deformasyonu, 1418
cm~Yde -CH, biikiilmesi, 1586 cm~!’de -NH biikiilmesi ve amid-II kaynakli C-N
gerilmesi, 1648 cm~!’de amid-I kaynakli C=0 gerilmesi ve 3358 cm~!’de O-H
gerilmesinden kaynakli pikler gortilmustir (2010). Sekil 3.43’ye bakildiginda bu
pikler 1023 cm™?, 1317 cm™!, 1420 cm ™!, 1582 cm ™!, 1636 cm™! ve 3339 cm™’de

gorlilmektedir.

Kitozan-TPP iyonik jelasyonu sonucu olusan partikiillerin FTIR analizlerine
bakilirsan 3339 cm~!’de goriilen pikin genisledigi goriilmiistir. Bu genislemenin
kitozan-TPP arasinda olusan hidrojen baglarindan kaynakli oldugu diistiniilmektedir.
Ayrica 1636 cm™! ve 1582 cm™!’de goriilen amid gruplarinin pikleri 1606 cm™! ve
1545 cm™!” e kaymustir. Bunun sebebinin ise TPP’nin fosforik gruplari ile kitozanin

amino gruplar1 arasindaki elektriksel etkilesimler oldugu diisiiniilmektedir. Literatiir
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bilgisi ile karsilastirlldiginda benzer sonuglarin elde edilerek kitozan ve TPP
etkilesiminden kaynakli olarak piklerde kayma ve degisimlerin oldugu goriilmiistiir
(Antoniou ve ark., 2015} [Dudhani ve Kosarajul 2010; Luo ve ark., 2010).

Kitozan mikropartikiil formiilasyonlarina ait FTIR analizleri incelendiginde etkin
maddeye ait piklerin ayirt edilebilir ve bozulmamis bir sekilde spektrumlarda yer
aldig1 goriilmektedir. Bu da tenoksikam ve yardimci maddeler arasinda herhangi bir

etkilesmenin olmadigin1 gostermektedir.
PLGA Mikropartikiilleri

PLGA’ya ait FTIR spektrumlarina ait literatiir bilgisine bakildiginda Ganji ve
Abdeknhodaie’nin yapmus olduklar1 calismada 745 cm™!” de CH biikiilmesi, 1095 ve
1180 cm™! de C-O gerilmesi, 1395 cm™!” de CH biikiilmesi, 1750 cm™!" de C=0
ester gerilmesi, 2900 cm™> de CH, biikiilmesi ve 3550 cm™!" de terminal OH
gruplarinin titresimlerinden kaynakli karakteristik piklerin oldugu goriilmiigtiir
(2010). Yapilan baska bir ¢alismada ise 1070 cm™*, 1758 cm™!, 2954 cm~! ve 3432c
m~! dalga boylarinda pikler goriilmiistiir (Gupta ve ark., [2014). Sekil 3.45 ve 3.46’ a
bakildiginda PLGA(50:50) ve PLGA(75:25)’e ait FTIR spektrumlar1 goriilmektedir.
747 cm~ > de CH biikiilmesi, 1045 ve 1079 cm~!" de C-O gerilmesi, 1381 cm~!* de
CH biikiilmesi, 1744 cm~ " de C=0 ester gerilmesi, 2946 ve 2994 CH; biikiilmesi ve
3550 cm™ ! de terminal OH gruplarin titresimlerinden kaynakli pikler goriilmiistiir.
Sekil 3.58 ve 3.59” a bakildiginda hem tenoksikama hem de PLGA’ ya ait spesifik
piklerin bir arada oldugu goriilmektedir. Buradan yola c¢ikarak polimerin ve etkin
maddenin kendilerine 0zgii titresimleri koruduklari ve herhangi bir etkilesimde
bulunmadiklar1 soylenebilir. Wei ve arkadaslart PLGA ve ibuprofen ile yapmis
olduklar1 ¢alismada mikropartikiillerin FTIR spektroskopisini incelediklerinde hem
etkin madde hem de polimere ait pikleri gormiisler ve polimer-etkin madde
etkilesiminin olmadigina ve etkin maddenin basarili bir sekilde enkapsiile oldugu
sonucuna varmuglardir (2012).  Gupta ve arkadaglar1 da paklitakseli PLGA’ya
enkapsiile etmeye calistiklart formiilasyonlarin incelemesinde aymi sonuca
varmiglardir (2014).

Sekil 3.52’ye bakildiginda ise etkin maddeye ait piklerin ¢ok zayif oldugu
gorlilmektedir. Bunun nedeninin ise P8 ve P11 formiilasyonlarinin sahip oldugu
diisiik enkapsiilasyon etkinligi nedeni ile biinyelerinde diisiik miktarda etkin madde
barindirmalari oldugu diisiiniilmektedir. =~ Tekrar Sekil 3.52, 3.53 ve 3.54° e

bakildiginda CTAB ve PVA’ya ait piklerin olmamasi iiretimin yikama basamaginda
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bagarili bir sekilde ortamdan uzaklastirildiklarini géstermektedir.
Kitozan Termojeller ve Mikropartikiil/Termojel Karisimlari

Kitozan termojel formiilasyonlarin1 hazirlama prensibi kitozan ile ASP arasindaki
elektriksel cekim kuvvetleri esasina dayanmaktadir ve herhangi bir kovalent bag
olusumu istenmemektedir. Bu nedenle hazirladigimiz formiilasyonlar i¢in FTIR
analizi yapilmis olup; termojel formiilasyonlarinin spektrumlarinda Sekil 3.55, 3.56
ve 3.57° de goriildiigii gibi hem kitozana ait hem de ASP’ye ait karakteristik piklerin
spektrumda yer aldig1 ancak 2000-3500 cm~! bandinda bir artan hidrojen baglarindan
kaynakli bir genisleme oldugu goriilmiis ve herhangi bir kimyasal bag olusumuna dair
bagka bir pikin meydana gelmedigi anlagilmistir (Contri ve ark., [2014). Son olarak
hazirlanan mikropartikiil/termojel kombinasyonlarin FTIR analizi yapilmis ve elde
edilen spektrumlarda mikropartikiil ve termojel formiilasyonlarina ait pikler bir arada
gorilmiis, herhangi bir kimyasal bag olusumuna isaret edecek pikin meydana

gelmedigi anlasilmistir.

4.8. Formiilasyonlarin Etkin Madde Cikis Profillerine Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

NSAIl’ler osteoartrit tedavisinde klinikte olduk¢a fazla kullanilan ilaclar
olmalarina ragmen sahip olduklar1 yan etkiler sebebiyle uzun siireli kullanimlarinda
hasta uyuncu agisindan sorun teskil etmektedir. Bu nedenle etkin maddenin dogrudan
ilgili eklem icerisine verilmesi giindeme gelmis ancak etkin maddenin fizikokimyasal
ozelliklerine bagl olarak eklem bdlgesinden hizlica uzaklagtirildigr gortilmiigtiir.
Etkin maddenin eklem igerisinden hizlica uzaklagmasini engellemek ve uzun siireli
salimini saglamak amaciyla tez calismamiz kapsaminda mikropartikiil/termojel
kombinasyon formiilasyonlar1 gelistirilmis ve etkin madde salim ozellikleri
incelenmistir. Bu amacla formiilasyonlarin in vitro ¢oziinme hizini tayini eklem pH’
s1 ve gelistirilen IA salim sistemleri ile yapilan ¢alismalar gz Gniine alinarak PBS 7,4
tamponu kullanilarak yapilmistir (Thing, 2013; Kawadkar 2013; Bedouet, 2014).
Calismamizda etkin madde salim Ozellikleri saf etkin madde, kitozan
mikropartikiiller, PLGA mikropartikiiller ve mikropartikiil/termojel formiilasyonlar1

olacak sekilde dort grup altinda incelenmistir.
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Tenoksikamin Coziinme Profili

Tenoksikamin PBS 7,4 ortaminda 37 °C ve 50 rpm karistirma hizindaki ¢6ziinme
profilini incelemek icin belirli zaman araliklarinda alinan numunelerin
spektrofotometrik Ol¢limii yapilarak zamana karst % kiimiilatif agiga cikan etkin
madde miktarlar1 grafige gecirilerek salim profili olusturulmustur. Tenoksikam i¢in
elde edilen profile bakildiginda etkin maddenin yaklasik % 60’ min 2 saat igerisinde
cOziindiigi, kalan % 40’ lik kismin ¢oziinme siiresinin ise 12. saate kadar uzadig
gorilmustir. Tenoksikamin 12 saat icerisinde tamamen ¢oziindigi dikkate
alindiginda eklem iginde uzun siireli salimini saglamak icin salim o6zelliklerinin

modifiye edilme gerekliligi bir kez daha ortaya ¢ikmugtir.
Kitozan Mikropartikiiller

Kitozan mikropartikiillerden tenoksikam c¢ikis profilleri incelendiginde
formiilasyonlarin benzer etkin madde cikis profillerine sahip oldugu ve ilk 6 saat
icerisinde etkin maddenin yaklasik % 80’inin kademeli bir sekilde onemli bir burst
salim1 olmadan gerceklestigi goriilmiistiir. Partikiil icerisinde kalan tenoksikamin ise
12. saate kadar saliminin devam ettigi goriilmiistiir. Kitozan mikropartikiiller lizerine
yapilan etkin madde ¢ikis hizi calismasi sonucunda formiilasyonlara ait k salim hizi
sabitleri istatistiksel olarak karsilastiritlmis ve CH1, CH4 ve CHS formiilasyonlariin
etkin maddenin salim ozelliklerini degistirmedigi anlasilmistir (p>0,05). Uretim
proseslerinde kitozan ve TPP cozelti pH degerlerinin degistirilmesiyle hazirlanan
CH1-CHS arasindaki formiilasyonlar incelendiginde ise etkin madde salim ozellikleri
tizerine etkili olan faktoriin pH oldugu goriilmiistiir. CHI1, CH4 ve CHS5S
formiilasyonlarinin tenoksikam salimi iizerinde etkili olmamalarinin nedeninin
katyonik kitozan ve anyonik TPP tuzunun etkilesmesinin yetersiz oldugu pH
degerlerinde iiretilmis olmalarindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. CH1, CH4 ve
CHS formiilasyonlar1 haricindeki kitozan mikropartikiillerinin etkin madde salim
profilini  degistirdigi  (p<0,05) ancak formiilasyonlar kendi igerisinde
degerlendirildiginde karistirma hizi, TPP konsantrasyonu ve kitozan konsantrasyonu
olmak iizere liretim parametrelerinin degistirilmesinin salim profili lizerine etkisinin
olmadig1 goriilmiistiir. Sonug¢ olarak tenoksikamin kitozan mikropartikiil icerisine
enkapsiile edilmesiyle etkin madde salim 6zellikleri lizerine etkili olunmus ancak arzu
edilen uzatilmig salim profili elde edilememistir. Tenoksikamin saliminin modifiye
edilerek eklem icerisine uygulanmasina olanak verecek sekilde uzun siireli salimi
saglamasi amaciyla kitozana gore daha lipofilik 6zellikteki PLGA polimeri secilerek

yeni formiilasyonlar tasarlanmisgtir.
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PLGA Mikropartikiilleri

PLGA polimeri ile hazirlanan formiilasyonlarda karigttma hizi, PVA miktari,
CTAB miktari, PLGA miktar1 ve tipi degistirilerek partikiillerin fizikokimyasal
ozellikleri iizerine etkileri incelenmistir. ~ Mikropartikiillerin tretimleri sirasinda
degistirilen bu parametrelerin etkin madde salim Ozellikleri iizerine -etkileri
incelendiginde cesitli degisimlere neden olduklari goriilmiistiir. Ilk olarak PLGA
miktar1 % 1’de sabit tutularak 400 rpm ve 800 rpm olmak iizere iki farkli karistirma
hizinda partikiiller tiretilmis ve karigtirma hizinin salim profili tizerine etkili olmadig1
goriilmiistiir (p>0,05). Ikinci parametre olarak PVA miktar1 degistirilerek % 1, % 3
ve % 5 olmak tizere li¢ farkli konsantrasyonda tiretim yapilmistir. Zamana karsi etkin
maddenin % kiimiilatif aciga cikan madde miktar1 grafigine bakildiginda PVA
miktarindaki artisin salimi1 biraz yavaslattigr goriilmiis ancak etkin maddenin salim
ozelliklerinde gerceklesen bu degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
anlagilmigtir (p>0,05). Daha sonraki basamakta ise PVA konsantrasyonu % 5’ de
sabit tutularak PLGA miktart % 1, % 2 ve % 3 olmak iizere ii¢ farkl1 konsantrasyonda
caligilarak mikropartikiillerin salim ozellikleri iizerine etkileri incelenmistir. % 1
PLGA iceren formiilasyon (P4) ile saf etkin maddenin salim Ozellikleri
karsilastirildiginda, P4 formiilasyonunun salim hizimin saf etkin maddenin ¢oziinme
hizindan daha fazla oldugu goriilmiistiir. P4 formiilasyonunda etkin madde saliminin
hizli olmasinin nedeninin ise polimer:etkin madde oraninin yeterli olmamasi ve
kiiciilen partikiil boyutu ile artan yiizey alanindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
PLGA miktar1 % 2’ ye cikarildiginda etkin maddenin yaklasik % 50 sinin 24 saat
icerisinde aci8a ¢iktig1 ve etkin madde saliminin 30 giine kadar stirdiigii gortilmiigtiir.
PLGA konsantrasyonu % 3’ c¢ikarildiginda da benzer bir profil elde edilmis ancak 24
saatten sonra salimin daha yavas gerceklestigi goriilmiistiir. ~ Formiilasyonlarda
kullanilan siirfaktan maddenin etkin madde salim hiz1 iizerine etkisi incelenmis ve
PLGA mikropartikiillerinin salim 6zellikleri iizerine siirfaktan tipinin de etkili oldugu
gorlilmiistir.  PVA yerine CTAB’in kullanildig1 P7, P8 ve P9 formiilasyonlarinda
salim oOzelliklerinin degiserek burst salimmin azaldigi ve salimin daha yavas
gerceklestigi tespit edilmistir (p<0,05) . Bu formiilasyonlarda etkin maddenin
yaklagik % 25’inin ilk 24 saatte agia ciktig1 ve etken madde saliminin (% 60) 30
giine kadar uzadig1 goriilmiistiir. Yapmis oldugumuz literatiir incelemelerinde elde
ettigimiz  bulgular dogrultusunda, siirfaktan olarak CTAB’in  kullanildig1
formiilasyonlarda, PVA kullanilan formiilasyonlara oranla enkapsiile edilen etkin
madde miktarinin azaldig: diigiiniilmektedir. Polimer matriksinde azalan etkin madde

miktar1 ile salim hizi yavaglamig ve burst salim bariz sekilde azalmistir (Sonaje
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ve ark., 2007). PLGA mikropartikiilleri lizerinde incelenen son parametre ise PLGA
tipi olmustur. PLGA (50:50) ve PLGA (75:25) olmak iizere iki farkli PLGA tipi
kullanilarak partikiiller hazirlanmig ve salim o6zellikleri incelenmistir. PLGA (75:25)
polimerinin kullamldigr P10, P11 ve P12 formiilasyonlarin salim hizlar1 diger
parametrelerin ayni tutuldugu P7, P8 ve P9 formiilasyonlari ile mukayese edildiginde
etkin madde salimin1 azaldigi goriilmiistiir (p<0,05). Salimda gerceklesen bu
yavaglamanin nedeninin PLGA(75:25) bilesiminde daha yiiksek oranda laktik asit
bulunmasi ve laktik asitin glikolik asite gore daha lipofilik 6zellikte oldugu i¢in yine
lipofilik bir madde olan tenoksikamin salimini yavaglattig1 diisiiniilmektedir. Budhian
ve arkadaslar1 da yapmis olduklar1 ¢alismada PLA ve PLGA polimerlerini kullanarak
lipofilik  Ozellikteki haloperidolii enkapsiile etmis ve salim oOzelliklerini
incelemislerdir. Calismalart sonucunda bizim calismamizi destekler nitelikte polimer
icerigindeki laktik asit miktarimin artmasiyla salimda yavaslamanin gerceklestigini
bulmuslardir (2008). Yine yapilan bagka bir calismada tenoksikama benzer bir sekilde
notr pH’da ¢oziiniirliigli diisiik olan norfloksasin ile yapilan bir ¢alismada PLGA
bilesimindeki laktik asit orani arttikca salimda yavaslamanin oldugu goriilmiistiir
(Jeon ve ark., 2000).

Mikropartikiil/Termojel Kombinayon Formiilasyonlar:

Hazirlanan mikropartikiil formiilasyonlarinin termojellerle karistirilarak eklem
icine uygulandigr zaman salim Ozelliklerinde bir degisime neden olup olmadig
belirlemek amaciyla in vitro etkin madde salim calismasi yapilmistir. Bu amacgla
termojel formiilasyonlar: icerisinden T4 formiilasyonu secilerek saf etkin madde, CH3
kodlu kitozan mikropartikiilii ve P6, P8 ve P11 kodlu PLGA mikropartikiilleri ile
kombinlenerek salim caligmast yapilmistir. Calisma sonucunda termojel
formiilasyonunun mikropartikiillerin etkin madde salim ozellikleri iizerine etkili

olmadig goriilmiistiir (p>0,05).
Formiilasyonlarin Etkin Madde Salim Kinetikleri

Kitozan ve PLGA mikropartikiil formiilasyonlar1 ile mikropartikiil/termojel
kombinasyon formiilasyonlarinin etkin madde salim hizi ¢alismalar1 yapildi§inda
yiizde ag¢i8a ¢ikan etkin madde miktar1 zamana kars1 grafige gecirilmis ve dogrusal bir
trend yakalanamamistir. Formiilasyonlarda etkin madde c¢ikis 6zelliklerinin birbirleri
ile kargilagtirilmasinin yapilabilmesi icin sifir derece, birinci derece, Hixson Crowell,
Higuchi ve Korsmeyer Peppas gibi cesitli matematiksel modeller kullanilarak

dogrusal dogrular ve bu dogrulara ait parametreler elde edilmeye calisilmistir.
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Calismamizda hazirladigimiz kitozan mikropartikiil formiilasyonlarindan etkin madde
salim hiz1 ¢aligmalar1 yapilarak etkin madde cikis Ozellikleri matematiksel olarak
degerlendirildiginde en yiiksek r? degerinin birinci derece kinetigi, Higuchi kinetigi
ve Hixson-Crowell kinetigi ile elde edildigi, ancak RSM degerleri incelendiginde en
diisik RSM degeri ile Hixson-Crowell kinetiginde elde edildigi icin bu kinetige
uyumun saglandig1 diisiiniilmektedir. Hixson-Crowell kineti§ine uyum saglayan
sistemlerde genellikle salimin partikiiliin yiizey alaninda ve capinda meydana gelen
degisikliklerden etkilendigi yani erozyonun ve diflizyonun salimda etkili oldugu
sOylenmektedir (Aydin ve Pulat, [2012; Sugita ve ark., [2013). Kitozan partikiillerin de
salimlarinda mikropartikiillerin sisme 06zelliginin etkisi oldugu dikkate alindiginda
Hixson-Crowell kinetigine uyumun miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
kitozan mikropartikiillerinin Korsmeyer Peppas kinetik denkleminden elde edilen n
degerleri 0,5’ den kiiciik bulunmus ve etkin madde saliminda difiizyonun baskin
oldugu belirlenmistir (Dash ve ark., 2010).

PLGA bazli mikropartikiillerden etkin madde c¢ikis Ozellikleri matematiksel
kinetikler ile incelendiginde salim profilinin Higuchi modeline uyum gosterdigi
belirlenmistir. Genellikle matriks sistemlerde bu uyum hazirladigimiz PLGA bazh
mikropartikiillerde de goriilmiistiir. Hazirladigimiz farkh tipteki formiilasyonlarda
stirfaktan olarak PVA’1n kullanildig: formiilasyonlarda determinasyon katsayist 0,704
ve 0,928 arasinda bulunurken, CTAB’1n kullanildig1 tiim formiilasyonlarda bu deger
0,912 ve 0,956 arasinda bulunmustur. Bu sonu¢ PLGA bazli mikropartikiillerden
etkin madde salim profili lizerine siirfaktan madde tipinin etkili oldugunu gostermistir
In vitro salm hizi caligmalariyla da sonuglar desteklendiginde CTAB’ 1n matriks
yapida bir partikiiler sistemde etkin maddenin enkapsiilasyon etkinligini artirdigim

gostermektedir.

Yapilan literatiir incelemeleri, PLGA bazli matriks sitemlerden etkin madde
saliminin genellikle polimerin degredasyonu ve etkin maddenin matriksten difiizyonu
olmak iizere iki mekanizma ile gerceklestigini gostermektedir.  Ancak kiiciik
molekiillii etkin maddelerde salimin esas olarak difiizyon kontrollii oldugu
belirtilmistir (Dash ve ark., |2010; Hines ve Kaplan, 2013). Hazirladigimiz PLGA
bazli mikropartikiillerden etkin madde salimi Korsmeyer Peppas kinetigi ile
degerlendirildiginde elde edilen "n” degerleri 0,5’ den kiigiik bulunmus ve etkin

madde saliminin difiizyon kontrollii oldugu goriilmiistiir.
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Calismamizda; mikropartikiil/termojel kombinasyon formiilasyonlarindan etkin
madde salim kinetikleri degerlendirildiginde, salim profilinin higuchi modeline uyum
sagladig1 ve etkin maddenin termojel sistemden saliminin difiizyon mekanizmasi ile

gerceklestigi belirlenmistir.

4.9. Formiilasyonlarm On  Stabilite  incelemesine Ait  Bulgularin

Degerlendirilmesi

Tez calismamiz kapsaminda hazirlanan kitozan ve PLGA mikropartikiil
formiilasyonlarinin on stabilite incelemeleri 3 ay siireyle karanlik ortam kosullarinda
+25 °C’de % 60 bagil nem iceren, +40 °C’ de % 75 bagil nem iceren ve +4 °C’ de
buzdolab1 ortamlarinda incelenmis ve 0. ile 3. ay sonuglar karsilastirilarak saklama
kosullarinin mikropartikiil formiilasyonlarinin partikiil biiyiikligi, partikiil biiyiikliik
dagilimi ve zeta potansiyeli iizerine etkileri Cizelge [3.22] ve 3.23] de gosterildigi
gibidir.

Kitozan Mikropartikiiller

Kitozan mikropartikiil formiilasyonlarinin +4, + 25 ve +40 °C olmak iizere li¢
farkli ortamda oOn stabilite incelemesi yapilmis ve mikropartikiillerin partikiil
biiytikliikleri, partikiil biiyiikliik dagilimlar1 ve zeta potansiyeli degerlerin sifirinct ay
ile lclincii ay Olclimlerinde degismenin oldugu belirlenmistir  (p<0,05).
Mikropartikiillerin ii¢ ay siirecindeki partikiil biiyiikliik degisimlerine bakildiginda +4
ve +25 °C sicaklik degerlerindeki tiim formiilasyonlarin partikiil biiyiikliiklerinde
Cizelge 3.23° de gosterildigi gibi bariz bir artis gerceklesmistir. Benzer bir sekilde
mikropartikiillerin partikiil biiytikliik dagiliminm ifade eden SPAN degerinde de tim
formiilasyonlarda artis gerceklesmistir. Hem partikiil biiyiikliiglinde hem de partikiil
bliyiiklik dagiliminda artisin olmasi, kitozan bazli mikropartikiillerde zaman
icerisinde agregasyonun meydana gelmesini ve bunun sonucunda partikiillerin
biiylimesi ve partikiil biiyiiklik dagiliminin genislemesini gostermektedir. Ancak
sicaklifin +40 °C’ ye ¢ikmasiyla mikropartikiil boyutunda ii¢ aylik siirecte kiiclilme
meydana gelmistir. Elde ettigimiz bu sonuca benzer sekilde Morris ve arkadaglar
kitozan nanopartikiilleri i¢in yapmis olduklar1 on iki aylik stabilite incelemesinde +4
ve +25 °C sicaklik degerlerinde birinci aydan itibaren agregasyon nedeniyle partikiil

biliylimesi gozlemlemigler ancak, +40 °C sicaklik degerinde yapilan incelemede
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kitozanin depolimerize olmasinin daha hizli gerceklesmesi nedeniyle partikiil
boyunda kiiciilme oldugunu gozlemlemislerdir (2011). Uc ayhk on stabilite
incelemesi sonucunda kitozan mikropartikiil formiilasyonlarin zeta potansiyeli
degerlerinde degisim goriilmiis ve sifirinci ayda 9,16 ve 15,00 mV degerleri arasinda
olan zeta potansiyeli degerleri +4 ve + 25 °C sicaklik kosullarinda ii¢ aymn sonunda 2
mV’ un altina inmistir. Ucg ayhik siirecte kitozan mikropartikiillerin zeta potansiyel
degerlerinde meydana gelen bu azalmanin etkisiyle partikiiller arasinda agregasyonun
meydana gelmesinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. +40 °C sicaklik degerinde
gerceklestirilen zeta potansiyeli Olglimleri {ic aylik siire sonunda kitozan
mikropartikiillerin zeta potansiyeli degerlerinde artis meydana gelerek 35,1 ile 45,1
mV arasindaki degerler yiikselmigstir. +40 °C’ de zeta potansiyeli degerinde artisa

neden olmasinin kitozan yapisinin bozulmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

Calismamiz kapsaminda hazirladigimiz kitozan mikropartikiillerin 6n stabilite
degerlendirmesi sonucunda, mikropartikiil formiilasyonlarin +4 ve + 25 °C sicaklik ve
farkli bagil nem kosullarinda kitozan mikropartikiillerinde agregasyonun olusarak
partikiil bliylimesinin gerceklestigi, +40 °C sicaklik degerinde ise mikropartikiillerde
polimer yapisinda bozulmanin hizlanmasi sebebiyle partikiil kii¢lilmesinin meydana
geldigi ve zeta potansiyel de8erlerinde de ii¢ aylik siirecte anlamli farkliliklarin
meydana gelmesi sebebiyle hazirladigimiz kitozan mikropartikiillerinin bu saklama

kosullar1 altinda stabilite problemi oldugu belirlenmistir.

PLGA Mikropartikiiller

PLGA mikropartikiil formiilasyonlarin 6n stabilite incelemeleri +4, + 25 ve +40 °C
olmak iizere li¢ farkli ortamda yapilmis ve formiilasyonlarin stabilite degerlendirmesi
partikiil biiytkligl, partikil biytkligii dagilimi ve zeta potansiyeli degeri
parametrelerindeki degisiklikler g6z Oniinde bulundurularak degerlendirilmistir.
Mikropartikiil formiilasyonlarinin bu ii¢ farkli ortamdaki partikiil biiytkligi
degisimlerine bakildiginda; +4 buzdolabi ortaminda hicbir formiilasyonun partikiil
boyutunda anlamli bir degisiklik olmadigi (p>0,05), +25 °C % 60 bagil nem
kosulunda P8, P9, P11 ve P12 kodlu formiilasyonlarimin partikiil biiytimelerinde
anlaml1 bir fark olmadig1 (p>0,05) ve 40 °C’ de % 75 bagil nem ortaminda tiim
formiilasyonlarin partikiil biiyiikliigiinde artisin oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
Partikiil biiytikliigii analizine ek olarak partikiil biiytikliikk dagilimlart incelendiginde,

partikiil biiyiikligli degisimlerine paralel olarak partikiil biyiikliigii dagiliminin
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genisligini ifade eden SPAN degerlerinde +4 °C buzdolab1 ortaminda ii¢ ay sonunda
hicbir formiilasyonda degisiklik gozlenmemistir (p>0,05). +25 °C sicaklik degerinde
ise formiilasyonlarin SPAN degerlerinde artis gozlenmis (p<0,05) ancak P8, P9, P11
ve P12 kodlu mikropartikiil formiilasyonlarinin SPAN degerlerinde degisiklik
olmamistir (p>0,05). +40 °C sicaklik degerinde ise mikropartikiil formiilasyonlarin
SPAN degerlerinde artis gerceklesmistir (p<<0,05) . PLGA bazh partikiiler sistemler
lizerine yapilan stabilite calismalar1 incelendiginde De ve Robinson’ un yapmis
olduklar ¢calismada SEM incelemesi ile farkli ortam sicakliklarinda alt1 giin siiresince
inceleme yapmiglar ve +4 °C’ de nanopartikiilerin partikiil biiyiikliiglinde bu siire
zarfinda igerisinde hicbir degisimin olmadigini, +25 °C’ de az miktarda agregasyonun
gerceklestigini, +37 °C’ de onemli derecede agregasyonun olustugunu ve +50 °C’ de
nanopartikiillerin eriyik hale gectigini belirtmislerdir (2004). Lemonie ve arkadaglar
ise PLGA’ nin yapisinin sicaklik degisimlerine gore degisimini on iki ay siire ile
incelemis ve -16 ve +4 °C ’de polimer yapisinin bozulmadigini ancak sicaklik
degerinin +25 °C’ ye c¢ikarilmasiyla polimerde degredasyonun basladigini tespit
etmislerdir (1996). Calismamizda elde ettigimiz sonug¢ ve literatiir incelemeleri
degerlendirildiginde +4 °C’ de polimer yapist ve mikropartikiil biiyiikliiglinde bir
degisme olmadig1 sOylenebilir. Sicaklik degeri +25 °C’ ye geldiginde ise formiilasyon
bilesenine bagl olarak agregasyonlarin bagladig1 goriilmiistiir. P8, P9, P11 ve P12
kodlu mikropartikiillerin bilesimine bakildiginda siirfaktan olarak % 1 ve % 1,5
oranlarinda CTAB’ 1 kullanildig1 ve kullanilan siirfaktan maddeden kaynakli olarak
diger formiilasyonlara gore daha yiiksek zeta potansiyeline (30,04-32,92 mV) sahip
olduklar1 goriilmektedir. Bu formiilasyonlarin sahip olduklar yiiksek zeta potansiyeli
degerinin partikiil agregasyonunu engellemeye katkis1 oldugu diisiiniilmektedir. +40
°C sicaklikta ise hem polimer yapisinda degisimin olabilecegi hem de mikropartikiil
biiyiikliiklerinde artisgin oldugu belirlenmistir.  On stabilite incelemelerinde zeta
potansiyeli Ol¢limleri degerlendirildiginde {ic aylik slire¢ sonunda +4 °C’ de
formiilasyonlarin zeta potansiyeli degerlerinde bir degisimin olmadigr (p>0,05)
belirlenmistir. +25 °C sicaklik kosulunda P1, P4, P6, P7 ve P10 kodlu
formiilasyonlarda zeta potansiyel degeri sifirinci ayda sirasi ile -13,75 mV, -16,02 mV,
-15,00 mV, 14,06 mV ve 12,84 mV seklinde Olciilmiis iken iicilincii ay sonunda bu
degerler azalarak -8,9 mV, -10,2 mV, -11,05 mV, 8,3 mV ve 7,3 mV seklinde
Olclilmiis ve zeta potansiyeli degerlerinde ii¢ aylik siire¢ igerisinde Onemli bir
degisikligin oldugu goriilmistiir (p<0,05). +40 °C ortam kosulunda ise; tiim
formiilasyonlarin zeta potansiyeli degerlerinde diisiisiin gerceklestigi goriilmiistiir
(p<0,05).
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PLGA bazli mikropartikiiller iizerine farkli ortam kosullarinda ii¢ ay siire ile
yapilan On stabilite incelemeri sonucunda; PLGA mikropartikiillerinin partikiil
biiytikligiintin, partikiil biiytklik dagilimin ve =zeta potansiyeli degerlerinin
degismeden kalabilecegi ortam kosulu +4 °C buzdolab1 ortami olarak belirlenmis ve
hazirlanan formiilasyonlarin saklama kosulunun +4 °C olmas1 gerektigi tespit

edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda; osteoartrit tedavisinde oral yolla kullanilan bir NSAII olan
tenoksikamin eklem icine uygulanmasini saglayan ve burada kalma siiresinin
uzatilmasini hedefleyen formiilasyonlar hazirlanmistir. Bu amacla; tenoksikamin
kitozan ve PLGA bazli mikropartikiilleri hazirlanmis ve gelistirilen bu mikropartikiil
formiilasyonlarinin eklem icerisinde sinovyal sividan hizlica uzaklasmamasi ve daha
uzun siire burada kalabilmesi icin kitozan termojel formiilasyonu ile kombine edilerek
mikropartikiil/termojel ~ kombinasyonlar1  hazirlanmustir. Hazirlanan  bu

formiilasyonlarin gelistirilmesine iligkin bulgular su sekildedir:

e Kitozan bazli mikropartikiil formiilasyonlar1 iyonotropik jelasyon yoOntemi ile
basarili bir sekilde iiretilmis ve hedeflenen Ozelliklere sahip formiilasyonlarin elde
edilebilmesi amaciyla ¢ozelti pH’s1, karistirma hizi, TPP ve kitozan konsantrasyonu
gibi parametrerelerin liretim yontemi ve mikropartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri

tizerine etkileri incelenmistir.

e PLGA bazli mikropartikiil formiilasyonlar1 emiilsifikasyon- solvent buharlastirma
yontemi ile basarili bir gsekilde {iretilmis ve hedeflenen Ozelliklere sahip
formiilasyonlarin elde edilebilmesi i¢in siirfaktan tipi ve konsantrasyonu ile polimer
tipi ve konsantrasyonu gibi parametrelerin iiretim yontemi ve mikropartikiillerin

fizikokimyasal ozellikleri tlizerine etkisi incelenmistir.

e Hazirlanan kitozan mikropartikiil formiilasyonlar1 % 33,52-65,89 arasinda bir verim
ve % 42,14-78,54 arasinda bir enkapsiilasyon etkinligi saglanarak iiretilmistir. Pozitif
yuizey yiiklu, 49,50-183,7 pm arasinda partikiil buytikliigiine sahip formiilasyonlar
elde edilmistir. Mikropartikiilllerin bu 6zellikleri lizerine karistirma hizinin, ¢ozelti

pH’sinin, TPP ve kitozan konsantrasyonunun etkili oldugu belirlenmistir.

e Kitozan mikropartikiiller ile eklem ici uygulamalar icin hedeflenen partikiil

biiytikliigili araligina ulagilamamig ve belirlenen iist limit (30 ©m) asilmastir.

e Yapilan morfolojik incelemeler sonucunda diizensiz sekilli ve piiriizlii bir ylizeye

sahip kitozan mikropartikiiller elde edilmistir.
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e DSC ve FTIR analiz sonuclari degerlendirildiginde formiilasyondaki yardimc1

maddeler ve etkin madde arasinda bir etkilesim olmadig: belirlenmistir.

e Kitozan mikropartikiillerden etkin madde salim1 24 saatte gerceklesmis ve saf etkin
madde salim profili ile mukayese edildiginde hedeflenen uzatilmis salim profili elde
edilememistir. Mikropartikiillerde etkin madde salim profili Hixson-Crowell

kinetigine uyum saglamigtir.

e Farkli sicaklik ve bagil nemde yapilan On stabilite ¢aligmalarinda kitozan
mikropartikiillerinin stabilite problemleri ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglar dogrultusunda
stabilite calismalarina daha detayli analizler yapilarak, sonuglarin dogrulanmasi

planlanmaktadir.

e Hazirlanan kitozan mikropartikiil formiilasyonlar1 ile eklem ici uygulamalarda
hedeflenen ideal partikiil biiytikliigii, yiizey ozellikleri ve uzatilmis salim profili gibi
ozellikler tam olarak saglanamadigi i¢cin PLGA bazli mikropartikiiler sistemlerinin

hazirlanmasina karar verilmistir.

e Gelistirilen PLGA formiilasyonlar1 % 30-65 aralifindaki verim degerlerinde ve %
15-90 araligindaki enkapsiilasyon etkinligi ile uretilmistir. ~ Mikropartikiillerin
enkapsiilasyon etkinligi ve verim iizerine karistirma hizi, siirfaktan miktar1 ve tipi ile

PLGA miktar ve tipi etkili olmustur.

e PLGA mikropartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan siirfaktan cinsine bagli olarak
mikropartikiillerin farkli yiizey 6zelliklerine sahip olduklar1 goriilmiigtiir. Siirfaktan
olarak PVA’ nin kullanildig1 formiilasyonlarin yiizey yiikii negatif iken, CTAB’1n
kullanildig1 formiilasyonlarin yiizey yiikii pozitif olarak elde edilmistir. Yapilan
pre-klinik calismalar pozitif yiiklii mikropartikiiler sistemlerin eklem i¢inde daha
uzun siire kalabildigini gosterdigi icin CTAB ile hazirlanan mikropartikiillerin daha

avantajli oldugu diisiiniilmektedir.

e 9,27 ve 92,33 um aralifinda partikiil biiyiikliigiine sahip PLGA mikropartikiil
formiilasyonlar1 elde edilmistir. Elde edilen mikropartikiillerin enjeksiyon sonrasi
eklem icerisinde inflamasyon olusumuna neden olmayacak ve sinovisitler tarafindan
fagozite edilerek eklemden uzaklastirilmayacak partikiil biiytikliik araliginda oldugu

gOrilmiistiir.

e Yapilan morfolojik incelemeler sonucunda kiiresel ve piiriizsiiz bir yiizeye sahip
PLGA mikropatikiilleri elde edilmistir.
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e DSC ve FTIR analiz sonuclari degerlendirildiginde formiilasyonda kullanilan
yardimct maddeler ve etkin madde arasinda bir etkilesmenin olmadig1 belirlenmistir.
Ayrica etkin maddenin PLGA matriks icerisinde amorf halde disperse oldugu tespit

edilmistir.

e PLGA mikropartikiillerinden etkin madde salim profilleri incelendiginde stirfaktan
olarak CTAB’in kullamildifi % 3 PLGA konsantrasyonu ile hazirlanan
formiilasyonlarda etkin madde salim profili 30 giin siire ile basarili bir sekilde
uzatilmistir. Polimer matriksinden etkin madde saliminin Higuchi kinetigi ile uyumlu
oldugu goriilmiis ve etkin madde saliminda difiizyon mekanizmasinin aktif rol aldigi

belirlenmistir.

e Farkli sicakliklarda ve bagil nemde On stabiliteleri degerlendirilen PLGA
mikropartikiillerinin stabil kaldig1 ve fizikokimyasal Ozelliklerinin degismedigi

belirlenmistir.

e Tiim yapilan incelemeler sonucunda elde edilen sonuglar dogrultusunda ¢alismanin
bir sonraki basamaginda kullanilmak iizere CH3, P6, P8 ve P11 kodlu mikropartikiil

fomiilasyonlar1 se¢ilmistir.

e Calismanin ikinci asamasinda eklem bolgesinde mikropartikiillerin kalig siiresini
artirmak amaciyla kitozan termojel formiilasyonlari iiretilmistir.  Ideal termojel
formiilasyonunun belirlenmesi amaciyla farkli molekiil agirliginda kitozan, ASP ve

boraks kullanilmasgtir.

e Yapilan viskozite incelemelerinde, termojel i¢in en uygun kitozanin orta molekiil
agirlikli kitozan oldugu ve kitozanin presipitasyon gerceklesmeden notrallesmesine

izin veren ajanin ise ASP oldugu belirlenmistir.

e Yapilan DSC ve FTIR analizleri sonucunda mikropartikiilformiilasyonlar1 ile

termojelin karistirilmasi sonucunda herhangi bir etkilesimin olmadig: goriilmiigtiir.

e Hazirlanan termojel formiilasyonlarinin jellesme siireleri ve enjekte edilebilirlikleri
incelendiginde T3 ve T4 formiilasyonlarinin uygun oldugu belirlenmistir. Ancak
yiiksek konsantrasyonda ASP ile hazirlanan formiilasyonda, kitozan ile ASP arasinda
gerceklesen iyonik ¢ekim kuvvetlerin daha kuvvetli oldugu diisiiniilmiis ve T4 kodlu

termojel formiilasyonu 6n plana ¢cikmusgtir.
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e Yapilan morfolojik incelemeler sonucunda, termojel formiilasyonlarinin olduk¢a
poroz bir yapiya sahip oldugu belirlenmistir. Formiilasyonlarda kullanilan ASP
konsantrasyonunun azalmasi ile porozite artmistir. Termojel formiilasyonlarinin
mikropartikiiller ile karistirllmasit sonucunda, termojellerin ve mikropartikiillerin

fiziksel yapis1 bozulmamustir.

e T4 termojel formiilasyonu ile secilen mikropartikiil formiilasyonlar1 karistirilarak
etkin madde cikis profilleri incelendiginde mikropartikiil/termojel
formiilasyonlarindan etkin madde saliminin 30 giin siireyle devam etmis ve en uzun
salim profili P8 ve P11 kodlu formiilasyonlarla ile elde edilmistir. Sonuclar saf etkin
madde ¢6zlinme hiz1 ile mukayese edildiginde salim uzamistir. Yapilan in vitro testler
sonucunda; mikropartikiillerin termojeller ile karistirilmasinin etkin madde salim hizi
tizerine onemli bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Ancak yapilmasi planlanan in
vivo testler ile formiilasyonlarin eklem icinde kalig siiresinin test edilmesi

planlanmaktadir.

e Osteoartrit tedavisinde; eklem icine uygulanarak kullanilmas: planlanan
mikropartikiil/termojel ~ formiilasyonlarinin ~ yapilan in  vitro  analizlerinin
degerlendirilmesi sonucunda; P6 ve P8 mikropartikiil formiilasyonlar1 ile kombine
edilen T4 kodlu termojel formiilasyonunun hedeflenen o6zelliklere sahip olduklari
belirlenmistir. Mikropartikiillerin ve mikropartikiil/termolel kombinasyonlarinin in
vitro analizleri sonucunda elde edilen bulgularin desteklenmesi ve On analizler
sonucunda secilen T4-P6 ve T4-P8 kodlu formiilasyonlarinin uygulanabilirligi ve

etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla in vivo analizlerinin yapilmasi planlanmisgtir.
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OZET

Osteoartrit Tedavisinde intraartikiiler Uygulama icin Mikropartikiil / Termal Hidrojel
Kombinasyon Sistemlerinin Hazirlanmasina Yonelik Calismalar

Osteoartrit tedavisinde NSAII’lerin uzun siireli oral kullanimlari 6zelikle GIS iizerinde
cesitli yan etkilere sebep olmaktadir. Istenmeyen bu etkileri azaltmak icin NSAII’ lerin
dogrudan eklem icerisine enjeksiyonu 6n plana ¢ikmistir. Ancak NSAII’lerin eklem igerisine
coOzelti ya da silispansiyon seklinde uygulanmalari durumunda etkin maddenin hizlica eklem
kavitesinden uzaklastig1 bilinmektedir. Calismamizda bu sorunu gidermek amaciyla; bir
NSAII olan tenoksikamin enkapsiile edildigi mikropartikiil/termojel kombinasyon sistemleri
gelistirilerek, hazirlanan formiilasyonlarin tenoksikamin eklem igerisinde salim siiresini
uzatmasi, mikropartikiillerin sinovyal sivida kalig siiresini artirmasi ve enjeksiyon sonrasinda
partikiillerin neden olabilecegi inflamasyona minimum seviyede neden olmas1 amag¢lanmustir.

Calismamizda mikropartikiil formiilasyonlar1 kitozan ve PLGA polimerleri kullanilarak
gelistirilmigtir. Kitozan mikropartikiilleri hazirlanirken karistirma hizi, ¢ozelti pH’ s1, TPP ve
kitozan konsantrasyonu gibi parametrelerin, PLGA mikropartikiilleri hazirlanirken ise
karigtirma hizi, siirfaktan madde cinsi ve konsantrasyonu ile PLGA tipi ve konsantarasyonu
gibi parametrelerinin mikropartikiillerin iiretimi ve fizikokimyasal 6zellikleri lizerine etkileri
incelenmistir. Bu amag ile; mikropartikiillerin iiretim verimi, enkapsiilasyon etkinligi, zeta
potansiyeli, partikiil biiyiikliigii ve dagilimi, fiziksel ve morfolojik 6zellikleri, termal analizi,
etken madde c¢ikis hizi, salim kinetigi ve stabiliteleri incelenmigtir. ~ Mikropartikiil
formiilasyonlari icin yapilan bu incelemeler sonucunda, hedeflenen fizikokimyasal 6zelliklere
sahip formiilasyonlar belirlenmis ve termojel formiilasyonlar1 ile kombinasyonlarinin
hazirlanmasi ic¢in secilmigtir.  Kitozan bazli termojel formiilasyonlar1 hazirlanirken ise;
kitozanin molekiil agirligr ile zayif bazik madde tipi ve konsantrasyonu parametrelerinin
tiretim ve termojel formiilasyonlarinin fizikokimyasal 6zellikleri lizerine etkileri incelenmisgtir.
Formiilasyon hazirlanmasinda kullanilan c¢ozeltilerin ve nihai formiilasyonlarin viskozite,
enjekte edilebilirlik ve jellesme siiresi tayinleri yapilarak iiretim parametrelerinin etkisi
degerlendirilmistir.  Eklem icerisine uygulamaya elverigli olan termojel formiilasyonlari
belirlenerek onceden secilmis olan mikropartikiiller ile karigtirilmigtir. Daha sonra ise; secilen
mikropartikiil/termojel kombinasyon sistemlerinin fiziksel ve morfolojik incelemeleri, etkin
madde cikis hizi ve salim kinetigi ¢alismalar1 yapilmustir.

Mikropartikiil/termojel sistemleri {izerine yapilan in vitro analizler sonucunda
tenoksikamin salim siiresi kitozan bazli mikropartikiillerinde 24 saate kadar ve PLGA bazli
mikropartikiil formiilasyonlarinda otuz giine kadar uzatilmasi basari ile saglanmigtir. Ayrica
mikropartikiil/termojel kombinasyon formiilasyonlar1 eklem igerisinde enjekte edilebilecek
uygun viskozlukta, 37 °C’ de jellesme siiresi kisa ve oda sicakliginda enjekte edilebilirligi
miimkiin sekilde bagar ile gelistirilmigtir.

Anahtar Sozciikler: Intraartikiiler enjeksiyon, Mikropartikiil, PLGA, Tenoksikam, Termojel
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SUMMARY

Development of microparticle/thermally responsive hydrogel combination systems for
intraarticular administration in treatment of osteoarthritis

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are mainly preferred for osteoarthritis
treatments even though long-term oral use of nonsteroidal anti-inflammatory drugs can cause
some undesirable adverse effects on GIS. Intra-articular administration of NSAIDs have been
emerged in order to minimise these adverse effects. However, studies have shown that drugs
can be easily removed from joint cavity upon administration of NSAIDs to joint as solution or
suspension form. In order to address this issue, we have developed a novel tenoxicam
encapsulated microparticle/thermogel combination formulation for providing sustained release
of tenoxicam in joint cavitiy, long term localization of microparticles in synovium, and
minimising occuring inflammation of post injection.

Chitosan and PLGA based microparticle formulations were developed. We investigated
impact of some parameters like stirring rate, pH value of solutions, and concentration of
chitosan and TPP on physicochemical properties of microparticles during the development
process of chitosan microparticles. Similarly, we investigated effect of type of surfactant and
polymer and concentration of surfactant and polimer on physicochemical properties of
microparticles during the development process of PLGA microparticles. We then analysed
yield of product, encapsulation efficiency, zeta potential, particle size and distribution,
physical and morphological properties, drug release and release kinetics studies, and stability
analysis According to findings of the analyses, we selected the formulations that have optimal
physicochemical properties for combination with thermogel formulations. Regarding to
thermogel formulations, we examined the impact of process parameters such as chitosan
molecular weight, type and concentration of weak bases on physicochemical properties of
thermogel formulations. Additionally, some analysis procedures such as viscosity
measurement of chitosan solutions and formulations, injectability evaluation, gelation time
measurement have been applied to determine impact of process parameters. According to the
results, we selected optimal thermogel formulation to combine preferred microparticle
formulations. Afterwards, physical and morphological analysis, drug release and release
kinetics studies were conducted to determine microparticle/thermogel combinations
physicochemical properties.

The findings of our study suggests that chitosan microparticles provide prolong release up
to 24 hours and PLGA microparticles provide sustained release up to 30 days. In addition, we
accomplished to develop microparticle/thermogel formulations that are in favourable viscosity
for injection into joint cavity, and have short gelation time and convenient injectability at room
temperature.

Keywords:Intraaricular injection, Microparticles, PLGA, Tenoxicam, Thermogel
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