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Ozet: Steroid olmayan antienflamatuar (NSAI) ilaglar agr kesici, ates diisiiriicii ve
antiinflamatuar etkilerinden dolay1 yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar. Son
yillarda NSAI ilaglarin iyi bilinen klasik etkilerinin yaninda birgok farkli terapétik
etkilerinin (kanser, Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1)) de bulundugu
kesfedilmistir. Sonuglar gosteriyor ki, poli(amidoamin) (PAMAM) dendrimerler
varliginda ketoprofen’in (KETO) sudaki ¢o6ziiniirliigii jenerasyon biiytkligi (E2-
E4) ve dendrimer Kkonsantrasyonun (0-2 mM) artmasiyla onemli o6lciide
gelistirilmistir. KETO’nun (0.22 * 0.003 mg/mL) ¢o6zinirligiini arttirmada
PAMAM dendrimerlerin rolii E4.TRIS (52.77 + 2.06 mg/mL)> E4.COOH (36.42 *
0.54 mg/mL)> E3.TRIS (13.70 * 0.17 mg/mL)> E3.COOH (11.97 # 0.14 mg/mL)>
E4.NH: (6.53 + 0.19 mg/mL)> E2.COOH (5.95 * 0.10 mg/mL)> E2.TRIS (5.72 + 0.10
mg/mL)> E3.NHz2 (4.21 + 0.04 mg/mL) > E2.NH: (2.35 * 0.04 mg/mL) sirasina gore
ve 0.002 M dendrimer varhginda 11 ile 240 kat araligindadr.

Solubility Enhancement of Ketoprofen Using EDA Core Amine, TRIS and Carboxyl-
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Abstract: Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are widely used for
their analgesic, antipyretic and anti-inflammatory functions. Besides their well
known classical functions, in recent years, many other novel therapeutic actions
(cancer, Alzheimer and Parkinson diseases) of the NSAIDs have been discovered.
Results showed that the aqueous solubility of ketoprofen (KETO) in the presence
of poly(amidoamine) (PAMAM) dendrimers improved significantly with an
increasing generation size (E2-E4) and dendrimer concentration (0-2 mM). The
role of PAMAM dendrimers in the solubility enhancement of KETO (0.22 + 0.003
mg/mL) was in the order of E4.TRIS (52.77 * 2.06 mg/mL)> E4.COOH (36.42 +
0.54 mg/mL)> E3.TRIS (13.70 *+ 0.17 mg/mL)> E3.COOH (11.97 * 0.14 mg/mL)>
E4.NH2 (6.53 + 0.19 mg/mL)> E2.COOH (5.95 + 0.10 mg/mL)> E2.TRIS (5.72 + 0.10
mg/mL)> E3.NH: (4.21 * 0.04 mg/mL) > E2.NHz (2.35 * 0.04 mg/mL), and in the
ranges of 11 to 240-fold in the presence of 0.002 M dendrimer.

1. Giris

ya da suda ¢o6ziinebilen tuzlar1 haline getirilmektedir.
[3, 4, 5]. Ancak ilag ilizerinde yapilan en ufak bir

Steroid olmayan antienflamatuar (NSAI) ilaglar eklem
ve kronik kas iskelet sistemlerindeki agrilarin
tedavisinde siklikla kullanilmasinin yani sira kolon
kanserinin gelisimine karsi koruyucu bir etki
gostermektedir [1, 2]. NSAI ilaclarin yan etkilerinin
(gastrointestinal ve renal fonksiyonel bozuklugu) ve
¢ozuntrlik problemlerinin olmasi sebebiyle klinik
uygulamalar1 simrli kalmaktadir. Bu nedenle, NSAI
ilaclarin  ¢ozlinirligini ve  biyoyararlanimim
artirmak i¢in ilaclara yiizey aktif ajanlar eklenmekte
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formiilasyon degisikligi bile ilacin etkisinin
azalmasina neden olmaktadir [6].

Diisiik ¢oziiniirlik ve biyoyararhiga sahip ilaglarin

vicutta arzu edilen bir aralikta salimim
gerceklestirmek, saghklh dokulara olan etkileri
minimize etmek icin lipozom, nanopartikiiller,

miseller, dendrimer ve siklodekstrin gibi cesitli ilag
tasiyia sistemler kullanilmaktadir [7, 8]. ila¢ tasiyici
sistemlerin viicut icerisinde kararli olmamasi, saglikh
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dokularla etkilesime girmesi, nano boyutlarinin
bobrek emilimine izin verecek biiytikliikte olmasi ve
bu nedenle kan dolasiminda kalmayarak hizh bir
sekilde disar1 atilmasi gibi bir cok problemlerle karsi
karsiya kalinmaktadir [9, 10]. Bu problemlerden
kacinmak icin dendrimerler potansiyel bir ilag tasiyici
sistemler olarak o6n plana ¢ikmaktadir [11].
Dendrimerlerin boyutlarinin ve ylizey gruplarinin
kontrol edilebilir olmasi, molekiil i¢i bosluklarin fazla
olmasi sebebiyle ila¢ tasiyici sistemler icinde 6nemli
bir yer edinmektedir [12, 13]. Dendrimerinlerin sahip
oldugu cekirdek, tekrar eden dallar, uglarda bulunan
fonksiyonel gruplarin yani sira jenerasyon,
konsantrasyon ve pH ilaglarin ¢oziintrligiini
arttirmada etkilidirler [14]. Dendrimerler, suda ¢ok
az ¢oziinen bir¢ok ilaglarin (antikanser, antimalaryal,
antiviral, antitiiberkiiler, antimikrobiyal, NSAIll ve
antihipertansif) ¢oziintrliklerini arttirmada ve
kontrollii olarak salimini gergeklestirmekle birlikte,
ilacin viicutta etkinligini azaltmadan istenilen yere
tasiyabilmesi biiytik avantajlarindandir [15]. Bu
avantajlar gostermesinde en dnemli ii¢ etkenin etkili
oldugu ve bunlardan birinci etkenin, ila¢ dendrimerin
ylizeyine kovalent olarak baglanabilir olmasi; ikinci
etken, ila¢ dendrimerin dis yada i¢ gruplarla iyonik
olarak etkileserek koordine olabilmesi; liglincii etken
ise dendrimer ila¢ molekiiliinii tamamen i¢ine alacak
sekilde enkapsiile eder ve tek molekiilmis gibi
davranir [16].

Son zamanlarda etilendiamin (EDA) ¢ekirdekli amin
sonlu dendrimerler: Niklozamit [17], Nifedipin [18],
Ketoprofen [19], Doksorubisin [20], Kandesartan
Sileksetil [21] gibi ilaglarin  ¢ozlnirlaglini
arttirmada kullanmilmistir. Dendrimerler farmasotik
alanda genis uygulama alanina sahip olmasina
ragmen, amin sonlu (PAMAM-NH:) dendrimerler
viicut icerisinde katyonik forma doniiserek toksik
ozellik gostermesinden dolay1 biyolojik sistemlerde
kullanimi kisitlanmaktadir. Dendrimerin yiizeyinde
bulunan katyonik yiizey gruplarinin artmasiyla,
biyolojik membrandaki negatif yiiklerle etkileserek
membran ylizeyin bozulmasina, incelmesine ve
hiicrenin 6lmesine sebebiyet vermektedir [15, 22].
Fakat karboksil sonlu (PAMAM-COOH) dendrimerler
ise katyonik dendrimere kiyasla daha az toksik ya da
B16F10, CCRF ve HepG2 gibi hiicrelere kars: toksik
olmadifi tespit edilmistir [23]. ila¢c tasiyic1
sistemlerde  kullanilmak lizere = PAMAM-COOH
dendrimerine alternatif olarak Twyman vd. Tris
(hidroksimetil) aminometan (TRIS) sonlu PAMAM
dendrimer sentezleyerek, kiiciik asidik hidrofobik
ilaclarin c¢oziintrliklerinin arttirdigini goéstermistir
[24].

Son c¢alismamizda EDA [21] c¢ekirdekli farkh
jenerasyon (G2-G4) ve ylizey fonksiyonel grubuna
(NHz, COOH ve TRIS (C(CH20H)3) sahip olan PAMAM
dendrimerlerin sentezini ve karakterizayonunu
gosterdik. Bu calismada EDA c¢ekirdekli yiiksek
jenerasyonlu amin (NHz), asit (COOH) ve TRIS sonlu
suda c¢oziinebilen PAMAM dendrimerlerin, sudaki
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¢Oziliniirliigi zayif ve bundan dolay1 canli hiicrelerde
biyoyararlanimlar1 diisiik olan ketoprofen (KETO)
(Sekil 1) ile fiziksel etkilesimlerini saglayarak ilacin
sudaki ¢ozlinlirliigl arastirildi.

0
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Sekil 1. KETO kimyasal 6zellikleri: Amax = 261 nm, pKa =
4.45, Molekiiler agirlik = 254.28 g/mol

2. Materyal ve Metot
2.1. Materyaller ve cihazlar

Tris (hidroksimetil) aminometan (TRIS), etilendiamin
(EDA), metilakrilat, metanol, n-butanol, NaOH, K2CO3
ve ketoprofen (KETO) Sigma-Aldrich firmasindan
temin edildi, Biitiin ¢ozeltiler 18.2 MQ Millipore Milli-
Q cihazindan elde edilen ultra saf ile hazirlandi. UV-
Vis spektrumlar1 PG T70 UV-Vis spektrofotometresi
kullanilarak alind. Infrared spektrum élgtimleri icin
ATR-FTIR Bruker Tensor 27 (4000-400 cm1)
spektrofotometresi kullanildi.

2.2. PAMAM dendrimerin sentezi

Mikrodalga destekli sentez yontemi kullanilarak EDA
cekirdekli PAMAM-NH: (E2-E4.NHz), PAMAM-TRIS
(E2-E4.TRIS) ve PAMAM-COOH (E2-E4.COOH)
dendrimerlerin sentezi son calismamizda gosterildi
[21].

2.3. Ilagc-PAMAM dendrimer Kkomplekslerinin
hazirlanmasi ve karakterizasyonu

2.3.1. ilag-PAMAM dendrimer komplekslerin
hazirlanmasi

KETO-PAMAM dendrimer kompleksleri 6nceki
calismalarimiza gore hazirland1 [21, 25, 26]. 1:1
molar oraninda KETO-PAMAM karisimlari
metanol’de ¢oziildii. 24 saat siire boyunca 37 °C
sicaklikta ve 250 rpm hizinda karistirildi. Doner
buharlastirici yardimiyla ¢o6ziici uzaklastirildi ve
geriye kalan c¢okeltiye saf su ilave ederek 2 saat
boyunca karismasi saglandi. Daha sonra 0.45 um’lik
gozeneklere sahip siizgec kagidi ile filtre edildi.
KETO-PAMAM dendrimer kompleksleri ATR-FTIR
(4000-600 cm-1) ve UV-Vis (400-200 nm) cihazlar ile
analizi yapildi.

2.3.2. UV-Vis karakterizasyonu
KETO-PAMAM dendrimer kompleksleri metanol ile

son konsantrasyonlari 15 pg/mL olacak sekilde
seyreltildi. Bu komplekslerin UV-Vis cihaz1 ile 400-
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200 nm araliginda spektrum ol¢iimleri alindi. KETO
karakteristik bantt Amax = 261 nm’dir. KETO-PAMAM
dendrimer kompleksleri olustuktan sonra bu
bantlarda herhangi bir kayma gézlemlenmedi [21, 25,
26].

2.3.3. ATR-FTIR spektral ¢calismasi

PAMAM-TRIS dendrimer, KETO ve KETO-PAMAM-
TRIS dendrimer komplekslerinin ATR-FTIR (4000-
600 cm) spektrumlar1 4 cm de 20 tarama yapilarak
cekildi.

2.4. KETO ¢oziiniirliik testi

Farkli jenerasyon ve ylizey gruplarina sahip PAMAM
dendrimerlerin 2.5 x 10-4 - 2 x 10-3 M arasindaki ultra
saf su icerisindeki ¢ozeltileri 5 mL’lik balon jojede
hazirlandi. Fazla miktarda ilag ilave edilerek doygun
¢ozeltiler olusturulduktan sonra 24 saat boyunca 37
oC’de 250 rpm hizinda karistirildi. 24 saatin sonunda
¢ozeltiler 6000 rpm hizinda 5 dakika boyunca
santrifiij yapildiktan sonra ¢dziinmeyen ilaglar 0.45
um’lik gozeneklere sahip slizge¢ kagidi ile ¢ozelti
ortamindan uzaklastirildi. KETO-PAMAM dendrimer
kompleks c¢ozeltilerinin absorbans bantlar1 belli bir
aralikta (0-1 abs) olabilmesi icin seyreltme
yapildiktan sonra O6l¢iimler alindi. KETO’nun
kalibrasyon egrisinden faydalanilarak ilacin miktari
belirlendi.

3. Tartisma ve Sonug¢

3.1. KETO-PAMAM dendrimer komplekslerinin
UV-Vis ve ATR-FTIR tarafindan spektroskopik
karakterizasyon

3.1.1. UV-Vis karakterizasyonu

KETO, PAMAM dendrimer ve KETO-PAMAM
dendrimer Kkomplekslerinin UV-Vis spektrumlari
Sekil 2'de gosterilmektedir. KETO i¢cin Amax = 261 nm
iken PAMAM dendrimerlerin Amax = ~280 nm dir.
KETO-PAMAM dendrimer komplekslerinin ve
KETO’nun 261 nm’deki absorbans bantlar1 gésteriyor
ki, dendrimerler KETO ile elektrostatik etkilesim ve
enkapsiilasyon yaparak KETO'nun ¢o6ziiniirligiiniin
artmasina neden olmuslardir [27].

3.1.2. ATR-FTIR karakterizasyonu

KETO, E3.TRIS ve KETO-E3.TRIS dendrimer
komplekslerinin ATR-FTIR spektrumlar1 Sekil 3’te
gosterilmektedir. KETO karakteristik bantlari: 2977,
2937 cm! (C-H); 1697, 1652 cm-?, (C=0); 1597, 1576,
1440 cmt! (C=0) [28]. E3.TRIS dendrimerin
karakteristik bantlari ise: O-H (3257 cm1), C-0 (1026
cm1), C=0 (1643 cm-1) ve N-H (1560 cm1), C-O (1392
cm!). PAMAM dendrimerin KETO ile kompleks
olusturduktan sonra karakteristik bantlarinda,
PAMAM dendrimerin polar gruplar ile hidrofilik ve
elekrostatik etkilesimi sonucunda 0-15 cm-! spektral
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kaymalar gozlemlendi. Bu spektral kaymayalar, ila¢
molekiiliinin COOH grubu ile dendrimerin i¢
kavitelerinde ve yiizeyinde bulunan amit ve hidroksil
gruplarin  hidrofilik  etkilesimlerinin = katkida
bulundugu séylenebilir [29, 30].

0.8
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Absorbans

0.3+

Dalgaboyu (nm)
Sekil 2. UV-Vis spektrumu KETO (15 pg/mL); (2) KETO-E4.
TRIS kompleks (15 pg/mL); (3) KETO-E4.COOH kompleks
(15 pg/mL); (4) KETO-E4.NH2 kompleks (15 pg/mL); (5)
E4.COOH (50 pg/mL); (6) E4.NHz (50 pg/mL); (7) E4.TRIS
(50 pg/mL)

3700 600

2600 1800

Dalgaboyu (em™)

Sekil 3. EDA cekirdekli PAMAM dendrimerin KETO ile
yapmis oldugu komplekslerin ATR-FTIR spektrumlart (1)
KETO; (2) E3.TRIS-KETO; (3) E3.TRIS

3.2. KETO coziiniirliigii tizerindeki dendrimerin
konsantrasyon ve jenerasyon etKisi

Farkli konsantrasyon ve jenerasyona sahip EDA
cekirdekli TRIS, COOH ve NH: sonlu suda ¢ézenebilen
PAMAM dendrimerlerin KETO'nun sudaki ¢6ziiniirlik

calismalar1  yapilmis ve sonuglar Sekil 4'de
gosterilmistir.  KETO’nun sudaki ¢oziiniirligiinde,
dendrimerlerin jenerasyon (G2-G4) ve

konsantrasyonlarin (0-2 mM) artmasiyla énemli bir
artis tespit edilmistir. Bu sonuglar bize gosteriyor ki,
dendrimerlerin  jenerasyon sayisi arttikca ic
kavitelerinin ve ilacin elektrostatik etkilesimde
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bulunabilecegi fonksiyonel gruplarinda (primer ve
tersiyer amin gibi) sistematik bir sekilde artmasiyla

KETO'nun ¢oziinirliginiinde o6nemli bir artis
saglandig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4. COOH, TRIS ve NH2 sonlu PAMAM dendrimerlerin
jenerasyon ve konsantrasyona bagh olarak KETO’nun
¢oOziinlrligi tizerindeki etkisi
3.3. KETO c¢oziiniirligii iizerindeki
fonksiyonel gruplarin etkisi

yuzey

Dendrimerlerin biiyiikliiklerinin ve ytlizey fonksiyonel
gruplarinin kontrol edilebilir olmasindan dolay: ilag
tasiyic1 sistemlerde siklikla kullanilmaktadir. Amin
sonlu dendrimerler suda ¢6ziinebilir olmasi bir
avantaj gibi goziikse de, viicut igerisinde pozitif yiikli
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olmasindan dolayr negatif yiikli hiicrelerle
etkileserek hiicrenin O0lmesine sebebiyet
vermektedir. Ila¢ calismalarinda daha az toksik olan
karboksil sonlu negatif yikli dendrimerler
kullanilmasinin yani sira nétr yikli TRIS sonlu
dendrimerlerin daha az sitotoksisite gdsterebilecegi
bilinmektedir [15]. PAMAM dendrimerin yiizeyinde
ve i¢ Kkavitelerinde bulunan bir¢ok fonksiyonel
gruplar, ilaclarla elektrostatik etkilesim yaparak
etken maddenin ¢oziiniirliigiiniin artmasina sebep
olmaktadir. KETO'nun sudaki ¢6ziiniirliigiinii ve canl
hiicrelerde  biyoyararlanimlarini  arttirmak igin
miseller (0.1 mg/mL’den 19.60 mg/mL’e) [31], poli
propil eter imin (PETIM) [32] (sudaki ¢6ziiniirliigiine
gore 5 kat arttirmis) ve EDA cekirdekli amin sonlu
PAMAM dendrimerler [19] (sudaki ¢oziiniirliigiine
gore 2-4 kat arttirmis) kullanilmistir. Farkli yiizey
gruplarina  sahip  dendrimerlerin KETO’nun
cozinlrligic  Uzerindeki  etkisi  Sekil  4’te
gosterilmistir. Elde ettigimiz sonuglara goére TRIS
sonlu PAMAM dendrimerlerin KETO'nun (0.22 *
0.003 mg/mL) c¢ozinirligini arttirmada onemli
derecede katki sagladigi, amin sonlu PAMAM
dendrimerlerin ise en az etki sagladigl
gozlemlenmistir (E4.TRIS (52.77 + 2.06 mg/mL)> E4.
COOH (36.42 = 0.54 mg/mL)> E4.NH: (6.53 + 0.19
mg/mL)). KETO’nun kii¢iik molekiil boyutlarina sahip
olmasi PAMAM dendrimerlerin i¢ kavitelerine
enkapsiilasyonunu kolaylastirmakla birlikte,
yapisinda COOH grubun dendrimerlerle (amin,
hidroksil ve karboksil gibi) elektrostatik etkilesim
yaparak ¢oziiniirliigiiniin artmasina neden olmustur.
Bu c¢alismanin sonuglar bize gosteriyor ki, sentezi
zahmetli ve zor olan TRIS sonlu PAMAM
dendrimerleri grubumuz tarafindan hizli ve yiiksek
saflikta sentezleyerek, TRIS ve asit sonlu PAMAM
dendrimerlerin potansiyel bir ila¢ tasiyici sistemler
olacag diistiiniilmektedir.
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