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OZET

Samanci, B. (2021). Resveratrol Igeren Transdermal Mikroemiilsiyonlarin
Hazirlanmasi, Karakterizasyonu ve Kati Mikroigneler ile Uygulanmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti, Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali. Doktora
Tezi. istanbul.

Resveratrol giiglii bir antioksidan olmasinin yani sira anti-kanser, anti-anjiyojenik,
kardiyoprotektif, anti-diyabetik, anti-viral ve noroprotektif aktivitelere sahip dogal bir
polifenoliktir. Insan viicudunda hizl1 emilime ugramasina ragmen, bagirsak ve karaciger
metabolizmasi, resveratroliin sistemik biyoyararlanimi diisiirmektedir. Bu ¢alismada,
oral uygulama ile goriilen olumsuzluklarin istesinden gelmek igin resveratroliin
optimum topikal bir formiilasyonun gelistirilmesi amaclanmistir.

Topikal uygulama icin en yaygin ve giivenilir olan bilesenler se¢ilerek ayni miktarda
resveratrol iceren (%0,05 (a/a) optimum mikroemilsiyon (ME9) ve makroemdlsiyon
(E21) formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Ayrica gegis miktarlarin1 kiyaslamak igin bu
formiilasyonlar yaninda ayni miktarda resveratrol igceren alkoliin ¢6zicu olarak
kullanildig1 standart ¢Ozelti de hazirlanmis ve ii¢ farkli formiilasyonun ex vivo gecis
calismalar1 yiriitilmiistiir. Bu testler kapsaminda 24 saat sonunda domuz kulagi
derisinden gegen resveratrol miktarlar1 saptanmistir. Ikinci asamada, ideal bulunan
formiilasyonlar, kati mikroigne ile islem goérmiis domuz kulagi derisinden gegen
resveratrol miktar1 agisindan karsilagtirllmistir. 24 saat sonunda reseptor ortama gegen
resveratrol miktart ME9’da 0,008 + 0,0002 mg/cm?, E21°de 0,0027 + 0,0001 mg/cm?
ve standart ¢ozeltide 0,021 + 0,0001 mg/cm? olarak bulunmustur. Mikroigne ile yapilan
calismada ME9, E21 ve standart ¢ozeltiden 24 saat sonunda reseptdr ortama gegen
madde miktarlar1 arasinda anlamli bir fark oldugu gorilmiistir (p< 0.05). Kati
mikroigne uygulanan derilerden 24 saatin sonunda reseptdr faza gegen etkin madde
miktar1 standart ¢ozeltide 1,6 kat artarken, ME9 ve E21 formiilasyonlarinda sirasiyla
2,04 ve 1,8 kat artmustir.

Bu verilere dayanarak kati mikroigneler ile kombine edilmis resveratrol iceren
mikroemiilsiyonun derinin bariyer tabakasini agsmada daha etkili olacagi ve bdylece
transdermal uygulamada daha etkin tedavilerin yapilmasina katkida bulunacagi
Ongoriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler : Deriden gegis, Mikroemiilsiyon, Resveratrol, Kati mikroigne,
Transdermal

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 35272
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ABSTRACT

Samanci, B. (2021). Transdermal Microemulsions Containing Resveratrol Preparation,
Characterization and Application with Solid Microneedles. Istanbul University, Institute
of Health Science, Pharmaceutical Technology Department. Doktora Tezi. Istanbul.

Resveratrol is a natural polyphenolic with anti-cancer, anti-angiogenic, cardioprotective,
anti-diabetic, anti-viral and neuroprotective activities as well as being a powerful
antioxidant. Despite its rapid absorption, intestinal and hepatic metabolism reduces the
systemic bioavailability of resveratrol. In this study, it was aimed to develop an
optimum topical formulation of resveratrol to overcome the disadvantages of oral
administration. Optimum micromeulsion (ME9) and macroemulsion (E21) formulations
containing the same amount of resveratrol (0.05% (w/w)) were developed. In addition, a
standard alcohol solution containing the same amount of resveratrol was prepared. The
amount of resveratrol penetrated through the pig ear skin at the end of 24 hours was
determined within ex vivo studies. In the second stage, the ideal formulations were
compared in terms of the amount of resveratrol penetrate through the solid microneedle
treated pig ear skin. Resveratrol amount passed to the receptor medium was found to be
0.008 + 0.0002 mg/cm? in ME9, 0.0027 + 0.0001 mg/cm? in E21 and 0.021 + 0.0001
mg/cm? in standart solution. There was a significant difference between the amount of
resveratrol penetrate from the ME9, E21 and standard solution to the receptor medium
at the end of 24 hours (p<0.05). Resveratrol quantity found in the receptor medium was
increased up to 1.6, 2.04 and 1.8 times in the standard solution, ME9 and E21
formulations, respectively.

In this study, it was assumed that the resveratrol-containing microemulsion combined
with solid microneedles would be more effective to overcome barrier layer of the skin,
thus contributing to more effective treatments.

Key Words: Mikroemulsion, Resveratrol, Skin penetration, Solid microneedle,
Transdermal

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 35272






1. GIRIS VE AMAC

Deri, yaklasik 2 m?’lik alana ve toplam viicut agirligmin %10’una sahip insan
viicudunu kaplayan en biiyiik organdir. Derinin en énemli gorevlerinden biri vicudu
fiziksel, kimyasal ve mikroorganizma ve alerjenlere karsi korumaktir. Deri farkli
katmanlardan olusmaktadir. En dis katmanini, 6li hiicrelerden olusan ve deriye gegisi
sinirlayan stratum corneum (SC) tabakasidir. SC tabakasi viicudu dis etkenlere karsi
korurken ayni zamanda ilaclarin gegisini de sinirlamaktadir. Bu bariyer tabakanin asilip
daha fazla etkin maddenin topikal ilag tasiyici sistemler ile kullanilabilmesi igin ¢esitli
yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda kimyasal geg¢is artiricilarin
kullanilmast veya SC tabakasinda bosluklar olusturan veya bu tabakayi tamamen
kaldirarak gecisi artiran fiziksel yontemler bulunmaktadir. Bu fiziksel yontemlerden
birisi mikroignelerdir. Mikroignelerin; kati mikroigneler, ¢ozlinebilir mikroigneler, igi
bosluklu mikroigneler, kapli mikroigneler ve hidrojel mikroigneler olmak iizere 5 ¢esidi
bulunmaktadir. Kati mikroigneler; SC tabakasinda delikler olusturduktan sonra
cOziinmeden deriden cikarilan mikroignelerdir.

Polifenoller, insan saglig1 tizerindeki potansiyel yararlari nedeniyle biiyiik ilgi
cekmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalarda, polifenollerin ¢ok sayida hastalik
cesidi icin bir tedavi Secenegi olabilecegi goriilmektedir. Polifenollerin, yaygin
kullanilan kimyasal ilaglardan daha az yan etkiye sahip olmasi 6nemli avantajlari
arasindadir. Bu nedenle, gida ve ilag endiistrisinde kullanilan fenolik bilesiklerin miktar
her gegen yil artmaktadir. Polifenol grubu igerisinde yer alan resveratrol antioksidan
ozellige sahip olup, kanser, kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi oksidatif
stres ile iligkili bircok hastalifin Onlenmesi ve tedavisinde O©nemli bir rol
oynamaktadirlar. Suda ¢6ziiniirliigiin diisiik olmas1 ve karacigerde hizlica metabolize
olmasindan kaynakli olarak biyoyararlanimi diisiiktiir. Yiksek dozlarda alinmasinda
mide bulantisi ve ishal gibi gastrointestinal problemlere yol agar (Brown et al., 2010).
Yiiksek molekiiler agirlikli (500 Da'dan biiyiik), iyonizasyon derecesi yiiksek (log Pow
<-1 veya >4), topolojik polar yiizey alam (> 120 A2), erime noktas1 yiiksek (> 200 ° C)
ve disiik lipofilisiteye sahip eksojen molekiillerin SC bariyerini asabilmesi nerdeyse
mimkiin olmamaktadir (Ates, Steinmetz, Doktorova, Madden, & Rogiers, 2016; Ratz-
Lyko, Arct, Majewski, & Pytkowska, 2015). Bilimsel veriler, resveratroliin molekdler

agirh@min 228,25 Da, log P n-oktanol / su = 3.32, polar yiizey alan1 60.69 A2 ve erime



noktast 254 ° C oldugunu gostermektedir. Yukarida bahsedilen verilere dayanarak,
resveratroliin SC bariyerini asabilen bir bilesik oldugu varsayilabilir. Resveratroliin
noniyonik formunun, partisyon katsayisina gore yiiksek lipofiliklik gosterdigi
gorulmektedir (log P n-oktanol / su = 3.32) (C. F. Hung, Y. K. Lin, Z. R. Huang, & J. Y.
Fang, 2008; Timmers, Auwerx, & Schrauwen, 2012). Bu nedenle resveratrol, notr
durumda deriden uygulama igin aday bir ila¢ olarak uygundur.

Etkin maddelerin deri yolu ile verilmesi uygulama kolayligi bakimimndan hem oral hem
de parenteral yola gore daha ¢ok avantajli olmaktadir. Bu ¢alismamizda resveratrol
formiilasyonlari i¢in, ana tasiyict sistem olarak mikroemiilsiyon dozaj sekli se¢ilmistir.
Mikroemiilsiyonlar, ylizeyler arasi bir film ile stabilize edilmis, termodinamik ac¢idan
kararli, saydam, izotropik, diisiik viskoziteli, temel olarak yag, su, siirfaktan
bilesenlerinden olusan kolloidal dispersiyonlardir. Mikroemiilsiyonlarin se¢ilme nedeni,
ilaglarin deriden uygulanmasinda avantaj saglayan (¢ temel mekanizmasi ile
aciklanabilir. Birincisi, mikroemulsiyon sistemler hem lipofilik hem de hidrofilik etkin
maddeleri ¢cézme kabiliyetine sahip olup etkin maddelerin deri boyunca termodinamik
aktivitesini arttirabilir. ikincisi, mikroemiilsiyon yapisii olusturan bilesenlerin deriden
gecisi artirict Ozellikleri ile SC yapisini degistirerek deriden etkin maddenin gegisini
arttirabilir. Ugiinciisii, etkin maddenin ara yiizeyde bulunmasi nedeniyle kontrollii bir
salim elde edilebilir.

Bu caligmada resveratrol iceren makroemilsiyon, mikroemilsiyon ve standart
¢ozelti formiilasyonlarinin in-vitro ve ex-vivo deriden gecisleri karsilagtirildi. Bu amagla
formiilasyon caligmalarinda y/s makroemiilsiyon ve mikroemulsiyon formiilasyonlari
gelistirildi. Formilasyon karakterizasyon ¢alismalar1 sonuglar1 degerlendirirlerek ideal
formulasyonlar secildi. Makroemdlsiyon ve mikroemulsiyonlardan optimum 6zelliklere
sahip olanlar ge¢is ¢alismalarinda kullanilmak tizere belirlendi. Diflizyon hicreleri
kullanilarak in vitro ortamda etkin maddenin seliiloz asetat membrandan gegisi, ex-Vivo
ortamda ise; domuz kulak derisinden etkin maddenin gegisi incelendi. EX vivo
calismalarda formiilasyonlar kat1 mikroigne ile islem gormiis ve kat1 mikroigne ile islem
gormemis domuz kulak derisinde resvetarol salim miktarlari karsilagtirildi. Segilen
makroemdilsiyon ve mikroemdilsiyon formilasyonlar: 25°C ve 40°C’de, karanlikta, 6 ay
kararlilik ¢alismasina tabi tutuldu.

Daha once anlatildig1 gibi bu ¢caligma formiilasyon gelistirme, in-vitro ve ex-vivo

olmak (zere li¢ asamada planlandi. Giiniimiizde, maliyetlerin ¢ok yiiksek olmasi



nedeniyle yeni bir ilag molekiilii kesfetmek yerine var olan molekiiliin etkinliginin
arttirtlmas1 amaglandi. Bu ¢alismada, gelistirilen formdilasyonlar ve deriden gegisi
artirtict  katt mikroigne sistemler ile resveratroliin deriden penetrasyon miktar
karsilastirarak, tedavi i¢in daha etkin olabilecek alternatif bir dozaj seklini onerilmesi

planlanmaktadir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Deri Yapasi ve Islevleri
Deri, insan viicudunun yaklasik % 10’u agirhiginda ve 2 m? yiizey alanina sahip

olmakla en biylk insan organi olarak bilinmektedir (Degim, 2006; McGrath, Eady, &
Pope, 2004; Murdan, 2004). Insan derisinin kalinlig1 viicut bolgesine gore degismekle
birlikte genellikle 0,5 — 3 mm kalmlhigindadir. Insan derisinin pH’1 viicudun farkl
bolgelerinde degismekte olup genellikle 5,2 — 5,6 araligindadir (Gniadecka, Faurskov
Nielsen, Christensen, & Wulf, 1998). insan derisi viicut hareketleri sonucunda kivrim
olusturmayacak kadar esnek yapidadir (Degim, 2007). Deri insan viicudunu sararak,
hayati organlarin fizyolojik ortamda ¢alismasini saglamaktadir. Ayrica, insan viicudu ile
dis diinya arasinda bir ara yiiz gorevi gormektedir. insan viicudu ile ¢evre arasindaki
madde gegcisleri dogrudan ve dolayli olarak deri araciliryla olmaktadir. Insan viicudu
ile dis cevre arasindaki madde aligverisi deri yapisinin bozuldugu durumlar disinda ¢ok
verimli bir sekilde yapilmaktadir. Hangi maddenin ne kadar miktarda viicuda alinmasi,
hangi maddenin ne kadar miktarda disar1 atilmasi deri tarafindan yiiksek secicilikte
yapilmaktadir (Ng & Lau, 2015). Derinin bu yiiksek segicilik 6zelliginden dolay1, bazi
terapotik maddelerin deri yoluyla viicuda verilmesi, derinin bariyer 6zelliginden dolay1
buytk bir engel teskil etmektedir. Deri insan dokunma duyu organi (Tsakovska et al.,
2017) olmakla birlikte viicut 1smin ayarlanmasi da derinin gorevleri arasindandir
(Sawasaki, Iwase, & Mano, 2001). Derinin bazi1 fonksiyonlar1 asagidaki gibi
siralanabilir (Samanci, Yener, & Degim, 2021; Tsakovska et al., 2017).

e Vicudu istenmeyen toksin maddelerden ve patojenlerden korur

e Mekanik darbelere kars1 koruma saglar

e Viicudun su kaybini engeller

e Inflamasyon yapici maddelere kars1 antienflamatuvar fonksiyonu araciligiyla

immdunolojik aktivite gosterir.

2.2. Derinin Tabakalari

Insan derisi, her bir doku katmani farkli islevleri yerine getiren farkli hiicre
tiplerinden olusan tabakali bir epiteldir. Insan derisi iisten asagiya dogru sirasiyla
epidermis, dermis ve subcutis olmak iizere 3 temel tabakadan olusmaktadir (Lai-Cheong

& McGrath, 2013) (Sekil 2-1) (https://smart.servier.com/smart_image/skin/).
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Sekil 2-1: Derinin yapisi

Epidermis tabakasi en dis yiizeyden dermise dogru sirastyla stratum corneum (boynuzsu
tabaka), stratum granulosum (granular tabaka), stratum spinosum (dikenli hiicre tabaka)
ve stratum basal’dan (veya startum germinativum) olusmaktadir.

SC epidermis tabakasinin en dis tabakasidir. 10-15 korneosit tabakasindan olusup,
kalinlig1 10 — 20 um civarindadir (Murdan, 2004). Korneositler, epidermisin daha derin
katmanlarinda yer alan keratinositlerin farklilagsmasiyla olusan o6l hiicrelerdir.
Korneositler morfolojik 0.2 pm kalinliginda ve 40-60 um genisliginde yassilagsmis
hucrelerdir (Kashibuchi, Hirai, O'Goshi, & Tagami, 2002). SC yapist genellikle
korneositlerin tuglaya benzetildigi ve hiicre dis1 matrisin harca benzer oldugu "tugla ve
har¢" modeli olarak ifade edilir (Peter M Elias, 1983; Larraneta, McCrudden,
Courtenay, & Donnelly, 2016; Michaels, Chandrasekaran, & Shaw, 1975). Deriden
gecisin biiyiik bir kismi SC tabakasindan difiizyonla gerceklestiginden, bariyer
tabakasinin yapisini aydinlatmak i¢in ¢ok fazla ¢alisma yapilmistir. Hiicre dis1 matrisin
bliyiik cogunlugu lipid yapisinda oldugundan, SC’un bariyer islevi bu lipit yapidan
kaynaklandig1 bilinmektedir (Bouwstra, Gooris, Dubbelaar, & Ponec, 2002). SC

yapsindaki lipit yapinin bozulmasiyla, deriden gegisin artigi yapilan c¢aligmalarda



goriilmiistiir. Kimyasal penerasyon artiricilar, SC’daki lipit yapiya bozarak

penetrasyonu artirmaktadirlar (Adrian C Williams & Barry, 2012).

2.2.1. Canh Epidermis

Epidermisin SC disinda geri kalan kisimlart ¢ekirdekli hiicrelerden olusur. Bu nedenle
canlt epidermis olarak adlandirilir. Canli epidermis sinir hiicresi ve kilcal damar
icermeyip, ortalama 50 — 100 um kalingindadir (Agache, Humbert, & Fanian, 2017; Ng
& Lau, 2015). Biylk bir bolimi keratinositlerden (% 95) olusur ve geri kalani
Langerhans hucreleri, melanositler ve Merkel hcreleridir. Keratinositler, stratum
bazalden baslayarak SC’a dogru farklilasan hiicrelerdir. Artan keratinlesme (keratin
liflerinin hiicre i¢i aglarinin olusumu), SC lipidlerini salgilayan lamelli cisimlerin

olusumu ve hiicre i¢i organellerin ve ¢ekirdeklerin kaybi farklilagmayi ifade etmektedir.

2.2.2. Dermis

Dermis tabakasi derinin elastikiyet ve gerginliginden sorumludur. Kalinlig1 genellikle 1
mm’den biiyliktiir (Agache, 2004). Esas olarak, kolajen ve elastin gibi fibrolastlardan
olusur. Ayrica, makrofaj ve dermal dendritik hiicreler gibi bir dizi immdiin hicresi igerir.
Dermis, papiller dermisteki kollajen liflerinin daha ince ve daha gevsek paketlenmesiyle
mikroskobik olarak birbirinden ayirt edilebilen iist papiller dermis ve alt retikiiler
dermis olmak Uzere iki alt bolime ayrilabilir. Papiller dermis, dermo-epidermal
birlesme noktasinda epidermisin bazal tabakasi ile i¢ ice gecmis papilla igerir. Dermis,
dermo-epidermal birlesmenin dermal tarafina uzanan kil folikiilleri, ter bezleri, yag
bezleri, duyusal sinir uglari, lenfatik damarlar ve kilcal kan damarlarini igerir.
Boylelikle, dermo-epidermal baglant1 boyunca difiizyon yoluyla vaskiler epidermise
besin ve oksijen iletiminin yanm sira atiklarin uzaklastirilmasina da olanak saglar
(Nordstrom, Schmus, McGinley, & Leyden, 1986; Zouboulis, 2004; Zouboulis et al.,
2016).

2.2.3. Subcutis (Hipodermis)

Subcutis diger adiyla hipodermis derinin en alt tabakasidir. G6z kapagi gibi bazi
bolgelerde bu tabaka bulunmamaktadir. Hipodermis, esas olarak deri altt yag
tabakasindan olusur. Bu yag hiicreleri sayesinde viicuttaki en biiylik enerji deposudur
(Darlenski, Sassning, Tsankov, & Fluhr, 2009; Kolarsick, Kolarsick, & Goodwin, 2011,
Wang, Wood, & Trayhurn, 2007). Bu deri tabakasina gémiilii daha biiyiik lenfatik ve



kan damarlar1 bulunmaktadir. Tabakanin kalinligi hormonlarla diizenlenir ve bireyler

arasinda farklilik gosterir.

2.3. Deriden Gegis

Deri, segici olarak gecirgen bir bariyerdir. Bu nedenle, farkli maddeler deriye farkl
oranlarda niifuz eder. ilag niifuz etme orani akis veya aki (J) olarak ifade edilir, yani
birim zamandan birim alandan niifuz eden ila¢ miktarin1 gosterir (genellikle pg.cm’
%saat™). Aki, derinin aktif maddeye olan gecirgenligi ve maddenin deriden gegen

konsantrasyon gradyani (AC) (genellikle pgmL-1) ile belirlenir.
] =Kp XAC (2-1)

Esitlik 2-1’¢ gore derinin gegirgenligi permabilite katsayis1 olan Kp, (cmh?) ve iki
bolme arasindaki konsantrasyon gradientine (AC) baghdir. Pasif ilag absorpsiyonunda,
permeabilite katsayisi, partisyon katsayisi (P) (formiilasyondan deriye ne kadar kolay
gecis yaptigint gosterir), difiizyon katsayisi (D), (maddenin deriye ne kadar kolay
yayildigini 6l¢en deger) birlesik bir 6l¢tstidir ve zarin kalinligina (h) baglhidir.

Kp=— (2-2)

Partisyon katsayis1 ve diflizyon katsayisi (ve dolayisiyla Esitlik 2-2'ye gore deriden
gecis), gecen maddenin molekiiler kiitle ve hidrofiliklik gibi fizikokimyasal
ozelliklerine biiylik 6lciide baghidir. Genel bir kural olarak, molekiiller kiitlesi <500 Da
ve oktanol-su partisyon katsayisi (109 Poctanol-su) 1-3 olan (orta derecede hidrofilik olan)
maddeler deriden en kolay gecen aktif maddelerdir. Deri permeabilitesi (Kp), molekiler
kitle (MW) ve hidrofiliklik (Iog Poctanol-su ) arasindaki kantitatif iliski, Esitlik 2-3’e gore;
(Potts & Guy, 1992)

Kp =0,71logP octanol —su — 0,0061 x MW — 2,74 (2-3)

Hidrojen bagi aktivitesi, molekiiler hacim, erime noktast ve c¢Oziiniirliikk deriden
gecirgenligi etkileyebilecek diger faktorler arasinda yer alir. Bu parametrelerin roliinii
deri gecirgenligiyle iligkilendirmek i¢cin bagka matematiksel modeller gelistirilmistir

(Magnusson, Pugh, & Roberts, 2004; Moss, Dearden, Patel, & Cronin, 2002).



2.4. Deriden Gegis Yollar1

Bir molekul deriye transepidermal yol (intraseluler, transseliler), interseliiler yol ve yan
gegit yol (transappendageal) olmak iizere ii¢ farkli yoldan niifuz edebilir (Marwah,
Garg, Goyal, & Rath, 2016). Sekil 2-2’de deriden gecis yollar1 gosterilmektedir
(Samanci et al., 2021). Deriden gecen madde miktari tiim yollaklardan ge¢en madde
miktarlarin toplamidir.

Transepidermal I'rar enda Intercelullar
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Sekil 2-2: Deriden gecis yollar1

2.4.1. Transepidermal Yol (intraseliiler Yol, Transseliiler Yol)

Transepidermal yolda, aktif madde epidermisten hiicre i¢i ve / veya hiicre dist
bosluklardan gegerek dermise ve hipodermise ulasir. Bu yolaktan gecen madde hem
hiicre icinden gecer hem de hiicre dis1 matriksten gegmek zorundadir. Bu, dontisiimlii
hidrofilik ve lipofilik alanlara partisyon ve difiizyon igerir. Genellikle hicre igi hucre
dis1 matriksten daha hidrofilik yapidadir. Bu gecis yolunda madde en kisa yoldan

gecerek alt tabakalara varir. Fakat tiim tabakalardan gectigi i¢in oldukca yavas olarak
geger.

2.4.2. Yan Gegit Yol (Transappendageal Yol)
Yan gegit yolunda, aktif madde ter kanallarindan veya kil folikiillerden gegerek dermise
ve hipodermise ulasir. Yan gegit yolu ile ilgili caligmalar son zamanlarda Onem

kazanmistir (Patzelt & Lademann, 2015). Blyik molekiillii polar yapidaki molekiillerin



gecisine olanak sagladigi icin “polar yol” olarak da tanimlanir. Ter kanallarindan gecen
hidrofilik yapidaki maddeler i¢in 6nemli bir yolaktir (El Maghraby, Barry, & Williams,
2008).

2.4.3. Interseliiler Yol

Hiicreler arasi yolda, madde hiicre i¢inden gegemediginden hiicre dist matriksten
dolambagli yoldan dolasarak alt tabakalara ulasir. Aktif madde lipit tabakalar1 i¢inden
gecer. 500 Da’dan kiiciik molekiil agirlikli ve iyonize olmayan yiiksiiz maddeler bu
yolla gecerler. Ila¢ 6ncelikle derideki lipit faza ge¢meli ve daha sonra difiize olmalidir.
Bunun i¢in lipofilik maddeler i¢in 6nemli bir gecis yoludur. Oktanol/su dagiliminin
hiicreler aras1 gecis yolu icin penetrasyonu etkileyen ana etken oldugu yapilan

caligmalarda gosterilmistir (Adrian C Williams & Barry, 2012).

2.5. Deriden Gegisi Etkileyen Faktorler

2.5.1. Biyolojik Faktorler

Maddelerin deriden gegisi viicuttaki bolgeden bolgeye degisir. Yapilan bir ¢calismada
hidrokortizonun plantar ve skrotum bolgelerinde deriye niifuz etme oraninda 40 kattan
fazla bir fark goriilmistir (Feldman, 1967; Nielsen, Benfeldt, & Holmgaard, 2016).
Farkli viicut bolgelerindeki deriler arasindaki penetrasyon farkliligi, dogrudan deri
kalinhigiyla iligkili degil (P. M. Elias, Cooper, Korc, & Brown, 1981), daha ¢ok folikiil
say1si, SC'nin kalinligi, sebum bilesimi ve kilcal damarlar arasindaki mesafe gibi deri
yapisi bilesenleri etkili olmaktadir (Rougier et al., 1986).

Kan akisi, pH, deri kalinlig1, sag, gézenek yogunlugu, proteinler, glikozaminoglikanlar,
su oran1 ve lipitlerin igerigi gibi deri ile ilgili faktorler, yas ile birlikte degismektedir.
Yakin zamanda yapilan ¢alismada, yasa bagl bu faktorlerin, ilaglarin her iki yonde de
perkiitan penetrasyon oranini dogrudan veya dolayli olarak etkileyebilecegi sonucuna
vartlmistir (Konda, Meier-Davis, Cayme, Shudo, & Maibach, 2012). Derinin kendini
yenilenmesi yasla birlikte daha az etkili hale gelip, bariyer hasar1 ile penetrasyon oranin
artmasi ile orantili olmasi beklenirken, diger baz1 biyolojik faktorlerin penetrasyon hizi
tizerindeki etkisinin analizleri, perkiitan penetrasyonun yash bireylerde daha yavas
olabilecegini gostermektedir (Konda et al., 2012).

Deri biitiinliigli perkiitan penetrasyon oranini da énemli Olciide etkiler. Bariyer islevi
esas olarak SC'nin biitiinliigiine baglidir. Kimyasal faktorler (deterjanlar, ¢Oziculer),

fiziksel faktorler (hava, yanma, mekanik hasar) ve patolojik faktorler (deri hastaliklari)
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gibi nedenlerle deri yapisinin degismesi veya hasar gérmesi sonucunda derinin
biitiinliigli bozulur ve maddelerin deriden gegirgenligini artirir (Benfeldt, Serup, &
Menne, 1999; Bodenlenz et al., 2012; Kezic & Nielsen, 2009).

2.5.2. Maddeye Ait Fizikokimyasal Ozellikler

Cogu maddenin deriden gegisi pasif difiizyon olup Fick kanunlari ile belirlenir.
Molekiile ait 6zgl permeabilite katsayisi, Kp, deriden niifuz etmeyi etkileyen bir dizi
fizikokimyasal 6zelligi biitlinlestirir. Bu nedenle, Kp esas olarak molekiiler agirliga,
oktanol-su partisyon katsayist (log Pow) ve molekiiler boyut (stereokimya) ile ifade
edilen ¢ozlnarlik ozelliklerine bagli olarak degismektedir. Genel olarak, daha kiigiik
molekiiler agirliga sahip ve log Pow degerleri -2 ile +2 arasindaki maddeler ile optimal
gecirgenlik oranlar1 elde edilir (Bo Nielsen, Ahm Sorensen, & Nielsen, 2009). Ayrica,
buhar basinci, iyonizasyon (pH'a bagli olan) ve proteine baglanma afinitesi, gibi
faktorler de deri yiizeyindeki madde konsantrasyonunu degistirerek deriden
penetrasyonu etkilemektedir. Laboratuvar ortam kosullar1 disinda deri ¢evredeki bazi
Kimyasallara maruz kalabilir. Bundan dolayi, bilimsel deriden gegis caligmalari

yapilirken, sonug verileri etkileyecek olan bu riskler géz 6niinde bulundurulmalidir.

2.6. Deriden Gegisi Artiran Mekanizmalar
2.6.1. Kimyasal Penetrasyon Artiricilar

2.6.1.1. Sulfoksitler ve Benzeri Kimyasallar

Diemetilstlfoksit (DMSO) ilk ve en yaygin olarak kullanilan kimyasal penetrasyon
artirict ajanlardan biridir. Renksiz, kokusuz ve hidroskopiktir. Farmasoétik bilimlerin
bircok alaninda 'evrensel bir ¢oziicii' olarak kullanilir. DMSO sistemik inflamasyon
tedavisinde topical olarak uygulanmistir. Penetrasyon artirici olarak cok hizli etki
gostermektedir. Cok hizli etki gostermekle birlikte bazi sorunlara da neden olmaktadir.
Penetrasyon artirict etkisi konsantrasyona baglidir ve optimum etkinlik igin genellikle
% 60'tan fazla DMSO igeren yardimei ¢oziiciiler gereklidir. Yiiksek konsantrasyon
DMSO igeren c¢ozeltiler deride eritem ve kabartiya neden olur. Derideki bazi
proteinlerin denatiire olmasi eritem, Olgeklenme, kontakt iirtiker, batma ve yanma
hissine neden olur (Kligman, 1965). Bilim insanlar1 bu sorunlarin Ustesinden gelmek
icin dimetilasetamid ve dimetilformamid (DMF) gibi kimyasal penetrasyon artirici

¢oziiclileri arastirdilar. Ancak, DMF ile islem goren deriye nufuz eden kafein



11

miktarinda 12 kat artig goriilse de deride doniisii olmayan zar hasarina neden oldugu
sonucuna varildi (Southwell & Barry, 1983). DMSO lipid yapiy1 ¢dzerek boynuzsu
tabakayr daha gegirgen hale getirmektedir (Mathur, Satrawala, & Rajput, 2014;
Menczel, 1995).

2.6.1.2. Azonlar

Azon (1-dodesilazasikloheptan-2-on veya laurokapran), penetrasyon artirici olarak 6zel
tasarlanmis ilk molekiildiir. Erime noktasi -7 © C olan renksiz, kokusuz, yagli ama yine
de yagli olmayan bir his veren bir sividir. Oldukea lipofilik bir maddedir (log p oktanol
/ su: 6,2 civarindadir). Alkol ve propilen glikol dahil ¢ogu organik ¢oziicii ig¢inde
¢ozlnlr ve bunlarla uyumludur. Steroidler, antibiyotikler ve antiviral ajanlar dahil
olmak iizere ¢ok sayida aktif maddenin deriden gegisini artirir. Azon en ¢ok % 0,1 ila 5
araligindaki diisiik konsantrasyonlarda etkili olup, c¢ogunlukla % 1 ila 3 arasindaki
konsantrasyonlarda kullanilir (Adrian C Williams & Barry, 2012). Azon SC’daki lipit

yapisini bozarak deriden gegcisi artirir.

2.6.1.3. Pirolidonlar

Pirolidonlar, hidrofilik (6rnegin, mannitol ve 5-flurourasil) ve lipofilik (progesteron ve
hidrokortizon) maddeler dahil olmak iizere ¢ok sayida molekiil igin penetrasyon artiric
olarak kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, N-metil-2-pirolidon, matris tipi bir

transdermal yama i¢inde formiile edilen kaptopril i¢in sinirli olarak penetrasyon

artirdig1 goriildil (E.-S. Park, Chang, Rhee, & Chi, 2001).

2.6.1.4. Yag Asitleri

Deriden ila¢ emilimi, en yaygin kullanilani oleik asit olan c¢esitli uzun zincirli yag
asitleri tarafindan artinnllmistir. Yag asitleri, SC tabakasindadaki lipitlerle etkileserek etki
gosterir. Azonlarda oldugu gibi lipit tabakalarin gec¢is sicakligimi distirerek lipit
akiskanligini artirir. Yapilan c¢alismalarda oleik asidin, salisilik asidin deriden gegisini
28 kat, 5-florourasilin deriden gegisini ise 56 kat artirdig1 gortiilmistiir (Funke et al.,
2002; Pathan & Setty, 2009; Santoyo & Ygartua, 2000).

2.6.1.5. Esansiyel Yag, Terpenler ve Terpenoidler
Terpenler, ugucu yaglarda bulunan, yalnizca karbon, hidrojen ve oksijen atomlarindan
olusan, ancak aromatik olmayan bilesiklerdir. Cok sayida terpen ilaclarin yani sira

aroma ve koku verici maddeler olarak kullanilmaktadir. Okaliptiis, Chenopodium ve
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ylang-ylang ugucu yaglarinin, in vivo insan derisinden 5-florourasil etkin maddesi igin
penetrasyon arttiricilar oldugu bulunmustur (A. Williams & Barry, 1989). L-mentol,
morfin hidroklorlrln in vitro tiiysiiz sigan derisinden (Morimoto, Wada, Seki, &
Sugibayashi, 2002), imipramin hidrokloririin si¢can derisinden difiizyonunda (Jain,
Thomas, & Panchagnula, 2002) ve hidrokortizonun tiiysiiz fare derisinden gegisini
kolaylagtirmak i¢in kullanilmistir (El-Kattan, Asbill, & Michniak, 2000).

2.6.1.6. Oksazolidinonlar

Oksazolidonlar bir¢cok kozmetik ve kisisel bakim iiriinlerinde kullanilan yeni kimyasal
ajanlardir. Aktif maddenin daha ¢ok derinin katmanlarina yerlesmesini sagladigindan
sistemik dolasima gegisi engellemektedir (Seth, 1999). Bu penetrasyon articilarin
yapisal oOzellikleri, iist deri katmanlarinda dogal olarak bulunan sfingozin ve seramid
lipitleri ile yakindan ilgilidir. 4-desil oksazolidin-2-on gibi oksazolidinonlarin, retinoik
asit ve diklofenak sodyum gibi bir¢ok aktif maddenin deri katmanlarinda lokalize ettigi

yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir (Asbill & Michniak, 2000).

2.6.1.7. Ure

Ure, SC’un hidrasyonunu kolaylastirarak ve bariyer tabakasi i¢inde hidrofilik difiizyon
kanallar1 olusturarak penetrasyonunu artirir. Siklik Gre penetrasyon artiricilar biyolojik
olarak pargalanabilen, bir polar ana kisim ve bir uzun zincirli alkil ester grubundan
olusan toksik olmayan molekiillerdir. Penetrasyon artirict ozellik hem hidrofilik

aktivitenin hem de lipid bozma mekanizmasinin bir sonucu olabilir (Mathur et al.,
2014).

2.6.1.8. Su

Genel olarak, artan doku hidrasyonunun hem hidrofilik hem de lipofilik maddelerin
deriden geg¢isini artirmaktadir. Ancak, Bucks ve Maibach, bu tiir bir genellemeye kars1
uyarida bulunarak, okluzyonun perkitan absorpsiyonu her zaman artirmadigini ve
hidrofilik bilesiklerin deriden gegcisinin okliizyonla artmayabilecegini belirttiler (Bucks,
1999). Ayrica, okliizyonun, transdermal ve topikal preparatlarda bazi lokal cilt tahrigine

neden olabilecegi konusunda uyardilar.

2.6.1.9. Alkoller, Yagh Alkoller ve Glikoller
Etanol, bircok transdermal formiilasyonda yaygin olarak kullanilmaktadir. Genellikle

yamalarda tercih edilen bir ¢6ziucldiir. Ayrica, in vitro gecis deneyleri sirasinda sink
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kosullarini saglamak i¢in yaygin olarak suyla birlikte yardimer ¢oziicii olarak kullanilir.
Suda oldugu gibi, etanol, yaklasik 1 mg / cm? / sa sabit durum akis1 ile insan derisine
hizla niifuz eder (Berner et al., 1989). Etanol, sigan derisinden levonorgestrel, estradiol,
hidrokortizon ve 5-florourasil gegisini artirmak i¢in kullanilmistir (Friend, Catz, Heller,
Reid, & Baker, 1988). Bununla birlikte, etanol ile su ortak ¢6ziicu araci kullanildiginda,

etanoliin etkisi konsantrasyona bagl olarak degismektedir.

2.6.1.10. YUzey Etkin Maddeler

Yiizey etkin maddeler onceki boliimlerde anlatilan penetrasyon artiricilar (alkoller,
propilen glikol) gibi ¢ogu ilag, kozmetik ve zirai iriin formiilasyonlarinda
bulunmaktadir. Yiizey etkin maddeler, genellikle lipofilik aktif bilesenleri ¢oziindiirmek
icin formilasyonlara eklenir. Bu nedenle, SC lipitleri ¢dzindirme potansiyeline
sahiptirler. Bir hidrofilik bas grubu ile bir lipofilik kuyruktan olusan yilizey etkin
maddeler, genellikle hidrofilik kismina gore tarif edilirler. Sodyum lauril sulfat (SLS)
anyonik yiizey aktif maddeler arasinda yer alir, katyonik yiizey aktif maddeler arasinda
setiltrimetil amonyum bromir bulunur. Oksinol olmayan ylzey aktif maddeler iyonik
olmayan ylzey etkin maddelerdir. Dodesil betain zwitter iyonik yiizey etkin maddeler
grubunda yer alir. Anyonik ve katyonik yiizey etkin maddeler insan derisine zarar
verme potansiyeline sahiptir. SLS gii¢lii bir tahris edicidir ve gonilli insan derilerinde
transepidermal su kaybii artirmaktadir. Hem anyonik hem de katyonik ylzey aktif
maddeler SC’u sisirir ve hiicreler arasi keratin ile etkilesime girer. Noniyonik ylizey
etkin maddeler genellikle giivenli olarak kabul edilmektedir. Yuzey etkin maddeler
genellikle diisiik kronik toksisiteye sahiptir ve gogunun biyolojik membranlardan gegen

madde miktarini arttirdig gosterilmistir (Tupker, Pinnagoda, & Nater, 1990).

2.6.2. Fiziksel Penetrasyon Artiricilar

2.6.2.1. Elektroporasyon

Biyolojik bariyerlerden difiizyonu artirmanin bir yontemi olarak elektro-gegirgenligin
kullanim1 100 y1l 6ncesine kadar dayanmaktadir (Helmstadter, 2001). Elektroporasyon,
deriden gegisi indiiklemek igin yiiksek voltajin (>100 V) kisa siireligine (mili saniye)
deriye uygulanmasidir. Dalga bi¢imi, hiz ve say1 gibi faktorler iletimi etkileyen diger
elektriksel parametrelerdir (Banga, Bose, & Ghosh, 1999). Bu teknoloji, iyontoforez
icin mevcut sinir olan 7 kDa'dan daha biiyiik molekiiler agirliga sahip biyofarmasétikler

dahil olmak iizere, farkli lipofiliteye ve boyuta sahip molekiillerin (yani kiiciik
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molekdller, proteinler, peptitler ve oligonukleotitler) deriden gecirgenligini artirmak
i¢in basariyla kullanilmistir (Denet, Vanbever, & Preat, 2004).

2.6.2.2. iyontoforez

Bu yontemde, dogrudan deriye veya dolayli olarak dozaj formu yoluyla diisiik seviyeli
bir elektrik akiminin deriye uygulanmasiyla topikal olarak uygulanan bir terapotik
ajanin penetrasyonunun artiritlmasidir (Guy et al., 2000; Subramony, Sharma, & Phipps,
2006). Elektrot tipi, akim yogunlugu, sistemin pH", rekabet¢i iyon etkisi ve gecis
yapacak maddenin 0Ozellikleri bir iyontoforez sisteminin tasarimini etkileyen
parametreler arasindadir (Banga et al., 1999). Phoresor ™ cihazi (Iomed Inc., Salt Lake
City, UT), 1970'lerin sonlarinda Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan fiziksel bir tibbi
tedavi cihazi olarak onaylanan ilk iyontoforetik sistemdi. Ayrica iyontoforez ve
elektroporasyonun birlikte kullaniminin, molekiillerin deriden verilmesinde tek basina
kullanilan tekniklerden ¢ok daha etkili oldugunu daha oOnce yapilan g¢alismalarda
goriilmustir (Badkar & Banga, 2002; Chang, Hofmann, Zhang, Deftos, & Banga,
2000). Insanlarda kullanilabilen akim miktar1 iizerindeki diizenleyici sinirlar (su anda
0,5 mA / cm? olarak ayarlanmistir) ve bu tiir akimlarin deri bariyer &zelliklerine
verebilecegi geri doniisii olmayan hasar1 iyontoforetik sistemlerin kullanimini
sinirlandiran etmenlerdir. Ayrica molekiiler agirlig1 7 kDa’dan biiyiik olan molekiillerin

bu sistemle verilmesi basarisizlikla sonug¢lanmistir (Kanikkannan, 2002).

2.6.2.3. Ultrason

Ultrason, diger ismiyle sonoforez ayni anda veya 6n islem yoluyla ¢6ziinen maddelerin
deriden gegisini artirmak igin ultrasonik enerjinin kullanilmasini ifade eder. Ultrasona
maruz kalan hiicreler arasindaki lipidlerde hava bosluklar1 olusur. Boylelikle SC
yapisinda bozulma meydana gelir (Samir Mitragotri, Blankschtein, & Langer, 1996).
Uygulama siiresi, yogunlugu ve sikligi gibi parametrelerin deriden absorpsiyonu

etkiledigi bilinmektedir (S. Mitragotri & Kost, 2004).

2.6.2.4. Lazer Radyasyonu ve Fotomekanik Dalgalar

Lazer uzun yillardan beri klinik tedavilerde kullanilmaktadir. Bu nedenle biyolojik
zarlar lizerindeki etkileri iyi bilinmektedir. Siklikla sivilce gibi dermatolojik durumlarin
tedavisinde ve lazer radyasyonunun hedef hiicreleri kisa bir zaman diliminde (300 ns)

yok ettigi yiiz genglestirme islemlerinde kullanilmaktadir. Derinin lazer radyasyonuna
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bu sekilde dogrudan ve kontrollii olarak maruz birakilmasi, altta yatan epidermise
onemli bir hasar vermeden SC’un ablasyonu ile sonuglanir. Bu yodntemle SC’un
cikarilmasiin, lipofilik ve hidrofilik ilaglarin deriden gecisi arttirdigi yapilan
calismalarda goriilmistiir (W. R. Lee, Shen, Kuo-Hsien, Hu, & Fang, 2003; W. R. Lee,
Shen, Lai, Hu, & Fang, 2001). Dalga boyu, vurus uzunlugu, vurus enerjisi, vurus sayist
ve vurus tekrarlama gibi parametrelerle lazer islemi kontrol edilir (Jacques, McAuliffe,
Blank, & Parrish, 1987). Son zamanlarda, deride dogrudan ablatif etkilere neden
olmadan yogun lazer radyasyonu ile iiretilen basing dalgalarinin da deriden gegirgenligi
arttirdig1 gorilmistiir (Doukas & Kollias, 2004; S. Lee, Kollias, McAuliffe, Flotte, &
Doukas, 1999). Lazerin basing dalgalar1 ile SC ‘daki lakuna alanlarinin genislemesiyle
deride hidrofilik bir yol olusturdugu diisiiniilmektedir. Tepe basinci, yilikselme siiresi ve
uygulama siiresi gibi parametreler gecis miktarini etkilemektedir (Shun Lee, McAuliffe,
Kollias, Flotte, & Doukas, 2001). Basing dalgalarmin kullanimi, dogrudan lazer

radyasyonu ile iligkili problemlerden kaginmanin bir yolu olabilir.

2.6.2.5. Manyetoforez

Bu yontem, diyamanyetik ¢oziinen bir maddenin deriden difiizyonunu arttirmak igin bir
itici gli¢ gorevi goren bir manyetik alanin uygulanmasini ifade eder. Derinin manyetik
bir alana maruz kalmasi, gecirgenlikte artisga katkida bulunabilecek yapisal

degisikliklere neden olabilir.

2.6.2.6. Termoforez

Insan derisinin yiizey sicakhigi, bir dizi homeostatik kontrolle genellikle 32 °C'de
tutulur. Yiiksek sicakligin (fizyolojik olmayan) deriden emilim {izerinde etkisi oldugu
bilinmektedir (Blank, Scheuplein, & MacFarlane, 1967). Isil islemin ardindan artan
lipid akiskanligi nedeniyle deriden gegiste artis oldugu diisiiniilmektedir (Ogiso, Hirota,
Iwaki, Hino, & Tanino, 1998). Deri sicakligindaki artisa homeostatik bir yanit olarak
deri alt1 kan damarlarinin vazodilatasyonu da topikal olarak uygulanan bilesiklerin gegis

miktarinin artirilmasinda énemli bir rol oynar (Hull, 2002).

2.6.2.7. Ignesiz Enjeksiyon
Ignesiz enjeksiyon, deriye acisiz ilag verme yontemidir. Bu yontemle hipodermik
ignelerin kullanimiyla iliskili giivenlik, agri ve korku sorunlarindan kagmabilir. Bu

yontemde, sivi veya kati partikiillerin uygun bir enerji kaynagi kullanilarak derinin dis
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katmanlarindan siipersonik hizlarda ateslenmesi ile saglanir. Hem sivi (Ped-O-Jet®,
lject®, Biojector2000®, Medijector® ve Intraject®) hem de toz (PMED ™ cihazi, eski
adiyla PowderJect® enjektor) sistemlerine iliskin ¢ok sayida 6rnek mevcuttur (Giudice
& Campbell, 2006).

2.6.2.8. Radio Frekans

Radyofrekans, derinin yiiksek frekansli alternatif akima (~ 100 kHz) maruz
kalmasindan sonra lazer radyasyonu kullanildiginda oldugu gibi membranda 1s1
kaynakli mikro kanallarin olusmasina neden olur. Aktif maddenin gegis hizi, cihazda
kullanilan mikroelektrotlarin 6zelliklerine bagli olarak cihaz tarafindan olusturulan

mikrokanallarin sayis1 ve derinligi ile kontrol edilir.

2.6.2.9. Emme Ablasyonu

Bir emme blisterinin olusumu, bazal membrani bozmadan epidermisi ¢ikarmak igin
vakum veya negatif basing uygulanmasini igerir. Cellpatch® (Isvec), bu mekanizmaya
gore ¢alisan piyasada mevcut bir Uriindir. Bir vantuz, epidermatom (blister olusturmak
icin) ve deriye tutturulacak cihazdan (morfin soliisyonu igeren) olusur. Bu yontemde

agri ve kanamanin oniine gegilir.

2.6.2.10. Deri Abrazyonu

Dermatologlar tarafindan akne ve cilt lekelerinin tedavisinde kullanilan tekniklere
dayanan bu yontem, topikal olarak uygulanan bilesiklerin deriden niifuzunu artirmak
icin derinin st katmanlarmin dogrudan ¢ikarilmasini veya bozulmasini igerir. Bu
yontem aktif maddenin fizikokimyasal ozellikleriyle smirlandirilmamigtir. Onceki
caligmalar, bu yontemin hidrofilik maddelerin, C vitamini, asilar1 (W. R. Lee et al.,
2003) ve biyofarmasotiklerin (WOAN-RUOH LEE et al., 2006) gegisini arttirdigini ve

kontrol ettigini gostermistir.

2.6.2.11. Mikroigneler

Mikroigneler, korneum tabakasindan ila¢ gecisini artirmak i¢in benzersiz bir teknolojik
yaklagimi temsil eder. Mikroigne tekniginde, ila¢ rezervuarina baglanan mikro boyutta
igneler (10-200 um yukseklik ve 10-50 pm genislik) kullanir. Mikroigne uygulama
cihazi, iist dermisin sinir uglarina ulasmadan derinin ylizeyine uygulanir. Mikroigneler
agr1 olusturmadan aktif maddeleri SC bariyerinden gegirerek derinin alt tabakalarina

ulagtirabilir. (H. Trommer & R. H. Neubert, 2006). Mikro ignelerin 6zel malzemelerle
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tasarimi, SC yapisint bozmak ve penetrasyonu saglamak i¢in giiclii mekanik 6zelliklere
sahip olabilir. Mikroigneler mikro boyutlart nedeniyle hastalar tarafindan goriilemez ve

igne fobisini azaltir (Gill, Denson, Burris, & Prausnitz, 2008).

2.6.2.12. Tasiyic1 Sistemler

Mikro veya Nanokapsiiller

Bunlar, genellikle hidrofilik madde iceren bir polar sivi ortam ile ayrilmis ¢oklu es
merkezli ¢ift tabakali yuzey etkin maddeden olusur. Lipid yapidaki ¢ekirdek kismu,
lipofilik maddelerinin kapsullenmesine olanak saglar ve ¢ok katmanli (lipit / su)

yapilari, hidratasyon ve deriye niifuz etmeyi artirir (Mathur et al., 2014).

Nanoemiilsiyonlar / Mikron Alt1 Emiilsiyonlar / Mini Emiilsiyonlar

Bunlar, ortalama damlacik boyutu 100 ila 500 nm arasinda degisen suda yag
emiilsiyonlaridir. Cok iyi bir stabiliteye sahiptirler ve depolama sirasinda faz
ayrilmasina ugramazlar. Sivi lipofilik bir ¢ekirdege sahiptirler ve lipofilik bilesiklerin
tasinmasi i¢in uygundurlar. Transepidermal su kaybini azaltarak gecisi arttirdiklari
diistiniilmektedir (Mathur et al., 2014).

Kat1 Lipit Nanopartikiiller (SLN)

Kati lipid nanopartikiller (SLN'ler) son zamanlarda giines kremleri, A ve E vitaminleri,
triptolid ve glukokortikoidlerin deriye daha iyi uygulamalarini yapmak amaciyla yeni
tastyict sistemler olarak arastirilmistir (Blum, Dingier, Gohla, Miller, & Niehus, 1999;
Jenning, Gysler, Schafer-Korting, & Gohla, 2000; Maia, Mehnert, & Schéfer-Korting,
2000; Mei, Chen, Weng, Yang, & Yang, 2003; Santos Maia et al., 2002; Wissing &
Muller, 2002). SLN tarafindan deri yiizeyinde olusturulan film tabakasi deri

hidrasyonunu artirip deriden emilimi artirdig: diistintilmektedir.

Coklu Emilsiyonlar

Bu s/y/s emiilsiyonlari, gesitli kosullar altinda sulu bir fazda bir s/y emiilsiyonunun
dispersiyonundan olusur (Tadros, 1992). Bu sistemler yiiksek oranda yag: fazi (% 65,
Trixera, Bain yumusatici, Avéne) igeriklerinden dolay1 iyi hidrasyon saglayabilir.

Dermatolojide c¢atlaklar1 tedavi etmek i¢in etkinlikleri kanitlanmistir.



18

Mikroemiilsiyonlar

Bu formiilasyonlarin, diger geleneksel tasiyici sistemler ile karsilastirilmasinda kutanéz
uygulama i¢in daha {istiin olduklar1 yapilan calismalarda goriilmistiir (Kreilgaard,
2002). Mikroemulsiyonlar su, yag ve yiizey etkin madde karisimindan olusmus seffaf
sistemlerdir. Miikkemmel ¢oziiniirlik 6zelliklerinde dolayr transdermal ve dermal
uygulamalar icin etkili sistemlerdir. Yuksek ¢0zindurtctu 6zellikleri, biyolojik
dagilabilirligi artirir ve dolayisiyla etkin dozu diisiirerek tolere edilebilirligi artirir.
Ayrica, deri ve sag¢ iizerindeki onarict etkileri (yliksek lipit igerigi nedeniyle)
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin degisen deri ve sa¢ kosullarina uyum saglamasini

saglar (Mathur et al., 2014).

2.6.2.13. Vezikuler Sistemler

Lipozomlar

Lipozomlar, ilaclar1 kapsiilleyebilen es merkezli biyomolekiiler katmanlar olarak
olusturulan kolloidal partikillerdir. Triamsinolon asetonidin bir lipozomal losyondan,
ayn1 konsantrasyon igerikli bir merhemden dort ila bes kat daha fazla deriye gectigini
ilk olarak 1980 yilinda Mezei ve Gulasekharam tarafindan yapilan bir galismada
gosterildi (Mezei & Gulasekharam, 1980). Son zamanlarda lipozomlar elektropozyon
yontemi ile kombine edilerek deriden gegisin artirilmasi i¢in bazi ¢alismalar yapildi
(Babiuk et al., 2003).

Niozomlar

Niozomlar, cesitli ilag ve kozmetik uygulamalar icin tasiyici olarak kullanilan
noniyonik ylzey etkin maddelerden olusan vezikiiller sistemlerdir (Manconi, Sinico,
Valenti, Loy, & Fadda, 2002; Shahiwala & Misra, 2002).

Transferzomlar

Transferzomlar, ana bilesen olarak % 10 - 25 yuzey etkin madde (sodyum kolat gibi) ve
% 3 - 10 arasinda etanol igeren fosfolipitlerden olusan vezikiiller sistemlerdir. Siirfaktan
molekdlleri, transferzomlara ultra-bigimlenebilme 6zelligi kazandirarak, boyutunun

onda birinden kii¢iik olan SC'daki kanallara sizmasina olanak saglar (Cevc, 1996).
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Etozomlar

Etozomlar, derin dokulara ve sistemik dolasima penetrasyonu artirabilen yiiksek alkol
icerigine sahip lipozomlardir (Godin & Touitou, 2003; Touitou, Dayan, Bergelson,
Godin, & Eliaz, 2000).

Aquazomlar

Aquazomlar, kovalent olmayan baglar, iyonik baglar ve Van der Waals kuvvetleriyle
kendiliginden bir araya gelen {i¢ katmanli (gekirdek, kaplama ve ilag) yapilardir (Vyas
& Khar, 2002). Daha ¢ok uygulama yolu, fiziksel ve kimyasal dengesizlik, zayif
biyoyararlanim ve giiclii yan etki gibi olumsuzluklar1 olan protein ve peptit yapili

terapotik ajanlarin uygulanmasi igin uygun sistemlerdir.

2.7. Mikroigneler

Hipodermik igneler ve topikal kremler aktif maddelerin deri yoluyla verilmesi sz
konusu oldugunda en yaygin olarak kullanilan yontemlerdir. Hipodermik ignelerin
uygulama esnasinda olusturdiklari agri nedeniyle hastalar tarafindan kabul
edilebilirligin az olmasi ve topikal kremlerin biyoyararlanimlarin diisiik olmasi, bu
yontemlerin bazi dezavantajlarindandir. SC tabakasi biiyiik bir bariyer gorevi goriip
sadece lipofilik ve diisiik molekiiler agirlikli belirli molekullerin az miktarda gegisine
olanak verir. Derideki bariyer tabakasini asmak i¢in nano tasiyicili topikal kremler,
transdermal yamalar ve mikroigneler gibi ¢esitli topikal veya transdermal sistemler
aragtirtlmistir (M. Gupta, Agrawal, & Vyas, 2012; M. R. Prausnitz & Langer, 2008).
Mikroigneler (MN'ler), transdermal yolla ila¢ verilmesi ve geleneksel uygulama ile
iligkili sorunlarin tistesinden gelmek icin arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Hipodermik
igne ve transdermal yamanin sorunlari goz Oniine alinarak Kucuk bir yama Uzerine
yerlestirilmis mikron boyutundaki ignelerden olusan bir tasarimla mikroigne cihazi
gelistirildi. Daha hizli etki baslangici, daha iyi hasta uyumu, kendi kendine uygulama,
artirlmis  gegis miktart  ve etkinlik bu teknolojinin  baglica karakteristik
Ozelliklerindendir (Bora, Kumar, & Bansal, 2008). Terapotik avantajlara ek olarak,
mikroigneler, deneklerde biyoyararlanimda minimum degiskenlikle son derece dogru
tekrarlanabilir sonuclar verir. Pek ¢ok avantaja ragmen hassas derilerde tahris ve aler;ji
yapma olasiliklar1 bulunmaktadir. Igneler killardan daha kiiciik ve ince oldugu igin
mikroigne uglart kirilabilir. Kirilan uglar deri i¢inde kalirsa sorunlara neden olabilir. Bu

sorunlar ¢cok nadir meydana gelip, dayanikli malzemeler ile gelistirilen mikroigneler ile
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asilabilir. Mikroigne teknolojisinde temel ama¢ molekiiler boyuttan biiylik ve
hipodermik igne tarafindan olusturulan porlardan kii¢iik bir ge¢is yolu olusturarak
deriden penetrasyonu artirmaktir (A. C. Williams & Barry, 2004). Iyontoforez ve
elektroporasyon gibi elektriksel yontemler ve kimyasal penetrasyon artiricilar gibi
geleneksel yontemler gegisi bir dereceye kadar artirsada blyUk molekuller icin yetersiz
olan gozenekler olusturmaktadirlar (D. Sharma, 2018). Farkli transdermal sistemlerin
karsilastirilmasi Tablo 2-1’de gosterilmektedir (Waghule et al., 2019).

Tablo 2-1: Topikal krem, transdermal yama, hipoerdemik igne ve mikroignelerin

karsilastirilmasi
) Transdermal )
Topical krem Hipodermik igne Mikroigne
yama
Kiglk bir
. yamanin
Ucunda kuguk bir =
_ il o : . ytizeyinde
Emilsiyon/emiiljel/ Deriye yapisan  delik bulunan _
Aciklama ] o hizalanmig
krem/merhem yama keskin uglu ici ]
mikron
bos tiip )
boyutundaki
igneler,
Etki baslangict1  Yavag Yavas Hizli Hizli
Agn Agrisiz Agrisiz Agrili Agrisiz
Biyoyararlanim Zayif Yetersiz Yeterli Yeterli
Hasta uyumu Daha az Daha iyi Daha az Daha iyi
Kendiliginden
MuUmkin Mimkin Miimkiin degil Mimkin
uygulama
Aktif madde
L SC tabakasim
derideki SC )
o ) gegen aktif
Derideki tabakasini Aktif madde
] ) ) ) madde
Mekanizma g6zeneklerden gecmek zorunda, direk dermise

geeis

blyik molekuller ulasir

icin diigiik

diflizyon

epidermise veya
dermise ulasir,

permeabilite artar

Sekil 2-3’de topikal krem, transdermal yama, hipoerdemik igne ve mikroigneler ile aktif

maddelerin uygulanmasi gosterilmektedir (Waghule et al., 2019). Topical kremler deri
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ylizeyine yayilir ve toplam etkin maddenin sadece % 10 - 20 deriden gegmektedir (M.
R. Prausnitz & Langer, 2008). Transdermal yamalarin penetrasyon artiricilar ile
combine edilesi durumunda ilag gegisini iyilestirebilir, ancak bu ¢ok sinirli bir
miktardir (M. Gupta et al., 2012). Hipodermik igneler, agri reseptorlerinin bulundugu
dermisin derinliklerine kadar ulasir. Bdylece, yiiklenen ilacin %90 - 100'Un0 hedefe
bolgeye verir, ancak ¢ok agrili bir uygulama oldugundan, hasta uyuncu disiiktiir.
Mikroigneler, SC bariyerini agarak ve yiiklenen ilacin %100'inii agri olmadan

epidermis ve dermisin iist tabakalrina gegcmesine olanak saglar.

Hipodermik igne

Topikal Krem Mikro igne Transdermal yama

+— Stratum Corneum

| Epidermis

Dermis

Agn reseptorleri

Sekil 2-3: Topikal krem, hipodermik igne, mikroigne ve transdermal yamalarin
karsilastirilmasi

2.7.1. Mikroigne Tipleri

Transdermal ve intradermal uygulamalar i¢in arastirilan ve iiretilen mikroigne tiirleri
kat1, kaplanmis, ¢6ziinen, i¢i bos ve hidrojel mikroignelerden olusmaktadir. Sekil 2-4’de
mikroigne tiirleri gosterilmektedir (Samanci et al., 2021). Her mikroigne tiiriiniin ilaci
epidermise verme yontemi farklidir. Bazilar1 sadece SC’da gozenekler olusturmak igin
kullanilir, bazilar1 yiizeylerinde ila¢ soliisyonu ile 6nceden kaplanir, bazilari deri
igerisinde ¢oziiniir ve bazilari ilag soliisyonlari ile doludur (J. Li, Zeng, Shan, & Tong,
2017; M. R. Prausnitz, 2017).



22

38 34 34 SOhd removable
FEE SRE S Microneedles

e Coated
SERR Microneedles

Dissolving
Microneedles
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St e CRe B S B Microneedles

S A [ Hydrogel
LERO B R Microneedles

Sekil 2-4: Mikroigne tiirleri

2.7.1.1. Kat1 Mikroigneler (Solid microneedles)

Kati mikroigneler c¢ogunlukla deriye 6n islem olarak uygulanarak deride gegis
gbzenekleri olusturmak amaciyla kullanilir. Ignelerin sivri uglar1 derinin SC tabakasini
deler; kat1 mikroigne ¢ikartildiktan sonra ilacin gegebilecegi mikron boyutunda kanallar
olusmus olur. Ilag yiiklii formiilasyon bu bdlgeye uygulanarak, penetrasyon artirilmis
olur. Kat1 mikroigneler aktif maddeyi pasif difiizyonla derinin alt tabakasina iletilmesini
saglar (K. Ita, 2015). Narayanan ve arkadaslari, tetrametilamonyum hidroksit asindirma
islemi kullanarak ortalama 158 um yiikseklige ve 110,5 um taban genisligine sahip kati
silikon uzun ve konik mikroigneler firettiler (S Pradeep Narayanan & Raghavan, 2017).
Daha sonra 250 um yiiksekliginde, 52,8 um taban genisliginde, 4,73 en boy oraninda,
24,5 ° ug acist ve 45 um c¢apinda mekanik direnci ve biyoyarlanimi artiran altin kaplt
kat1 silikon mikroigneler ftrettiler (S. P. Narayanan & Raghavan, 2019). Li ve
arkadaslar;, 800 pm uzunluga ve 256 MN/cm? sahip biyolojik olarak parcalanabilen

polilaktik asit kat1 mikroignelerinin, SC'u delmek i¢in yeterli mekanik giice sahip
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oldugunu ve ilacin emilimini artirabilecegini gosterdiler (Q. Y. Li, Zhang, Chen, Wang,
& Guo, 2017). Kaptopril ve metoprolol tartaratin deriden gegisini artirmak igin,

paslanmaz gelikten yapilmis kat1 mikroigneler ile ¢alisilmistir (K. Ita, 2015).

2.7.1.2. Kaph Mikroigneler (Coated microneedles)

Kapli mikroigneler aktif madde igeren bir ¢ozelti veya kolloidal sistemle ile kaplidir (K.
Ita, 2015). Derinin i¢ine giren mikroignelerin etrafindaki tabaka ¢ozunir. Boylece aktif
madde hizlica ortama salinir. ilag yiikleme kapasitesi kapli tabakanin kalimligma ve az
da olsa mikroignelerin uzunluguna baglidir (J. Li et al., 2017). Arastirmacilar ayni kapl
mikroigne sisteminde farkli ilag molekdlleri deriden gegirmek igin arastirmalar yaptilar.
Li ve arkadaslari, her bir mikroigneyi farkli etkin madde igeren farkli formiilasyonlar ile
kapladi. Boylece farkli ozelliklere sahip birden fazla maddenin birlikte verilmesine
olanak saglandi (S. Li, Li, & Prausnitz, 2018).

2.7.1.3. Coziinebilir Mikroigneler (Dissolving Microneedles)

Ilacin biyolojik ortamda ¢dzenebilen bir polimer icine hapsedildigi mikroignelerdir.
Mikroigneler deriye girdikten sonra ¢oziinmeye baglar ve igerdikleri ilaci ortama
salarlar. Mikroigne, deriye yerlestirildikten sonra geri ¢ikarilmayacagindan, tek adimli
uygulamadir. Polimerin biyouyumlu olmasi ve ¢dzlinmesi, uzun sireli tedavilerde hasta
uyuncu agisindan kolaylik saglamaktadir (K. Ita, 2015). Deri igine giren biyo bozunan
polimerler ¢oziinme ile birlikte aktif maddenin kontrolli salinimi saglar. Coziinebilir
mikroigneleri gelistirirken ignelerin etkin bir sekilde dagilmasi en 6nemli faktordiir. Bu
nedenle, polimer-ilag karisimi bu teknolojide kritik basamaktir (M. R. Prausnitz, 2017).
Gozunebilir mikroignelerin deriye yerlesmesi zor olup ¢oziinmeleri zaman almaktadir.
Zhu ve arkadaslari, mikroignelere yeterli mekanik mukavemet veren kati mikroigneler
lizerine monte edilmis, deriye girdikten sonra hizla ayrilan ve 30 saniyede yaklasik %
90 ilag verilmesini saglayan ¢oziinebilir mikroigneler gelistirdi (Zhu, Wang, Liu, &
Guo, 2016).

2.7.1.4. i¢i Bos Mikroigneler (Hollow Microneedles)

Icerisinde ilag dispersiyonu veya soliisyonu olan bir bolmeye sahip olan
mikroignelerdir. ignelerin ucunda ilacin sistemden ¢ikmasina olanak saglayan delikler
var. Deriye giren mikroigneler ilaci dogrudan epidermise veya dermisin iist tabakalarina

ulagmasini saglar. Bu teknoloji ¢ogunlukla proteinler, asilar ve oligoniikleotidler gibi
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yuksek molekiler agirlikli bilesikler i¢in kullanilir (K. Ita, 2015). Bu mikroignelerin bos
alanina ¢ok miktarda ilag yliklenebileceginden, Yyuksek doz gerektiren dozaj
uygulamalarn yapilmasit miimkiindiir. Bu mikroigne teknolojisinde sabit bir akis oranini
surdirmek 6nemlidir (Cheung, Han, & Das, 2014). igne ucundaki deligin artis1 ile akis
hiz1 artirabilir, ancak mekanik dayaniklik ve ignelerin keskinligi azalabilir. Mekanik
dayaniklig1 artirmak i¢in mikroigneler bir metal ile kaplanabilir, ancak bu igneleri ¢ok
keskin hale getirebilir (K. Ita, 2015).

2.7.1.5. Hidrojel Yapih Mikroigneler (Hydrogel-Forming Microneedles)

Son zamanlarda siiper sisebilen polimerler kullanilarak hidrojel yapili mikroigneler
gelistirildi. Polimerler ii¢ boyutlu polimerik aglarina biiyiik miktarda su almasini
saglayan hidrofilik yapiya sahipler. Deriye giren mikroigneler intertisyal sivi varliginda
siserler. Igneler once SC bariyerini bozarak gorev yaparlar. Daha sonra sisen polimerler
kontrollii aktif madde salimimini saglarlar. Kolay steril edilebilmeleri ve bozulmadan
deriden geri ¢ikartilabilmeleri bu tlr mikroignelerin benzersiz 6zellikleridir (Donnelly
et al., 2013). Hidrojel yapili mikroignelerin iiretilmesi ig¢in ¢apraz bagl polimerler de

kullanilir.

2.7.2. Mikroigne Uretim Yontemleri

Mikroignelerin {iretim yontemi mikroignenin tiiriine, sekline ve kullanilan malzemeye
gore degismektedir (J. Li et al., 2017). Tablo 2-2’de farkli mikroigne tiirlerini iiretmek
i¢in kullanilan yontemler gosterilmistir (Migdadi et al., 2018; Perennes et al., 2006;
Yoon, Park, & Allen, 2006).

Tablo 2-2: Farkl mikroignelerin iiretim yontemleri

Mikro igne tiirii Uretim yontemi

Kati mikroigneler

Silikon kuru asindirma islemi,
izotropik asindirma, Anizotropik 1slak
- . asindirma,
Silikon mikroigne o .
Bir silikon substratin dilimlenmesi ve ardindan
asitle agindirma.

Uc boyutlu lazer ablasyon,

Metal mikroigne Lazer kesim, Islak asindirma,
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Metal elektrokaplama ydntemleri
Polimer mikroigne Fotolitografi

Seramik mikro kaliplama ve sinterleme
Seramik mikroigne ] ]
litografi

Kurutma sirasinda daha fazla formiilasyonu
korumak icin ve bir yuzey etkin madde, aktif
madde ve bir stabilize edici ajan iceren
mikroignelerin yiliksek viskoziteli sulu bir
soliisyona daldirilmasi veya piiskiirtiilmesi.
Mikroigneler, bir kaplama ¢6zeltisine bir kez
Kapli mikroigneler
veya birden fazla kez daldirilabilir, her bir
mikroigne, mikrokuyu igeren bir ilag
¢ozeltisine daldirlabilir veya daha dnce silindir
tizerinde olusturulmus bir ilag ¢ozeltisi filmi
uygulanabilir.
Katman katman kaplama teknikleri
COozinebilir mikroigneler Mikro kaliplama
Mikro-elektromekanik sistemler (MEMS)
teknikleri-lazer mikro isleme, silikonda derin
I¢i bos mikroigneler reaktif iyon asindirma, entegre bir litografik
kaliplama teknigi, derin X-151m1 fotolitografisi,

1slak kimyasal agindirma ve mikro imalat.

2.7.3. Mikroigne Uretiminde Kullamlan Materyaller

2.7.3.1. Silikon

[k mikroigne 1990'da silikondan yapildi (D. Sharma, 2018). Silikon anizotropiktir bir
madde olup kristal bir yapiya sahiptir. Ozellikleri, farkli elastik modiiller (50 ila 180
GPa) gosteren kristal yapidaki hizalamaya bagli olarak degismektedir (Larraneta,
Lutton, Woolfson, & Donnelly, 2016). Esnek yapis1 farkli sekilde ve boyutta
mikroignelerin iiretilmesine olanak saglar. Silikon substratlar hassas bir sekilde imal
edilebilir ve seri tiretimi yapilabilir. Silikonun maliyeti ve zaman alic1 karmagik tiretim

stirect mikroignede kullanimini sinirlandirir. Buna ilaveten, silikon kirillgan oldugu icin
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bazi kisimlar1 kirilip ve deride kalabilir. Bu da saglik sorunlarina yol agabilir (Larraneta,
Lutton, et al., 2016).

2.7.3.2. Metal

Paslanmaz celik ve titanium mikroigne teknolojisinde kullanilan temel metal
malzemelerdir. Paladyum, nikel, paladyum-kobalt alagimlari da kullanilmaktadir
(Donnelly, Raj Singh, & Woolfson, 2010). Iyi mekanik 6zelliklere sahip biyouyumlu
malzemelerdir. Kirilmalara kars1 dayanikli olup mikroigne tiretimi igin silikona kiyasla
daha uygundurlar. Mikroigne {iretiminde kullanilan ilk metal paslanmaz c¢eliktir
(Verbaan et al., 2007). Titanyum, paslanmaz ¢elige iyi bir alternatiftir (Niinomi &
Nakai, 2011).

2.7.3.3. Seramik

Alimina (Al1203) esas olarak kimyasal direnci nedeniyle kullanilmaktadir. Al ve O
atomlar arasindaki yliksek enerjili iyonik ve kovalent baglar nedeniyle kararl bir oksit
olusturur (Waghule et al., 2019). Kalsiyum siilfat dihidrat [Algitas1 (CaSO4 0.2H20)]
ve kalsiyum fosfat dihidrat [Brusit (CaHPO4.2H20)] kullanilan diger seramik tiirleridir
(A. C. Williams & Barry, 2004). Son yillarda, Ormocer® adi verilen organik olarak
modifiye edilmis, ii¢ boyutlu ¢apraz bagli bir kopolimer olan seramik kullanilmigtir
(Gittard et al., 2009). Polimerizasyon sirasinda farkli organik molekiiller kullanilarak
farkli oOzelliklere sahip polimerler {iretilebilir. Temelde mikro kaliplama teknigi
kullanilarak {iretilirler. Mikro kaliplama teknigi ucuz bir yontem olup, biiylik 6lgekli

hazirlanmalart miimkiindiir (Larraneta, Lutton, et al., 2016).

2.7.3.4. Silika Cam

Cam kullanilarak kiigiik 6lcekte degisken geometriler iiretilebilir. Silika cam fizyolojik
olarak inerttir ancak kirilgan bir yapiya sahiptir (J. Gupta, Felner, & Prausnitz, 2009).
Silika ve bor trioksitten olusan borosilikat cam daha silika cama gore esnek bir yapiya
sahiptir. Manuel olarak uretildiklerinden dolay1 zamandan kayip yaratirlar (McAllister
et al, 2003). Cam mikroigneler ticari olarak degil sadece deneysel amacla
kullanilmaktadir (Larraneta, Lutton, et al., 2016).

2.7.3.5. Karbonhidrat
Maltoz, en yaygin kullanilan karbonhidratlardan biridir (K. Lee, Lee, & Jung, 2011).

Mannitol, trehaloz, siikroz, ksilitol ve galaktoz kullanilan diger karbonhidrat tiirleridir
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(Martin, Allender, Brain, Morrissey, & Birchall, 2012). fla¢ yiiklii karbonhidrat
karisimi, mikroigneleri elde etmek i¢in silikon veya metal kaliplara dokiiliir (Miyano et
al., 2005). Karbonhidratlar zamanla ¢6zlinerek ilacin deri igine salinmasini kontrol eder.
Ucuz ve insan saghigi i¢in giivenli olmalar1 avantajlarindandir. Ancak yiiksek

sicakliklarda bozulmalari liretim siirecini zorlagtirir (Larraneta, Lutton, et al., 2016).

2.7.3.6. Polimer

Mikroignelerin hazirlanmasi i¢in Poli (metil metakrilat) (PMMA), polilaktik asit (PLA),
poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), poliglikolik asit (PGA), poli (karbonat), siklik-
olefin kopolimer, poli (vinilpirolidon) (PVP), poli (vinil alkol) (PVA), polistiren (PS),
poli (metil vinil eter komaleik anhidrit), SU-8 fotorezisti dahil olmak tizere ¢ok c¢esitli
polimerler kullanilmistir (Waghule et al., 2019). Co6ziinebilen ve hidrojel olusturan
mikroigne dizileri ¢ogunlukla bu polimerlerden yapilir. Bu polimerlerle dretilen
mikroigneler diger malzemelere gore daha az mukavemete sahiptir, ancak cam ve
seramiklerden daha dayaniklidir (X. Hong et al., 2013; Larraneta, Lutton, et al., 2016).

2.7.4. Mikroigne Boyutu ve Sekli

Mikroigneler genellikle birka¢ yiiz mikronluk bir ¢apa ve 1000 pum'ye kadar bir
uzunluga sahiptir (Donnelly, Singh, & Woolfson, 2010). Mikroignelerin uzunlugu,
yogunluklari, en-boy orani, malzeme tiirli, yama boyutu ve uygulama suresi gibi ¢ok
cesitli faktorler ilag verilmesini etkileyebilir. Mikroigneler farkli kullanim amaglarina
gore farkli boyut ve sekillerde arastirilmis. Mikroignelerin optimal uzunluklarini
bulmak icin kapsamli arastirma yapilmistir. 500-600 mikron araligindaki mikroigne
uzunluklarin agriy1, kanamay1 ve enfeksiyon olasiligini azaltan optimal degerler oldugu
bulunmustur (K. Ita, 2015; Marquez-Grafia, Bryan, Vucen, & O’Sullivan, 2017).
Ayrica, daha kiiclik uc¢ caplari, mikroigne dizisindeki mikroigneler arasindaki genis
mesafe ve sekizgen piramit seklin ignenin deriye daha kolay yerlesmeisni saglayan bazi
Ozellikler iken mikroigne dizisindeki igne sayisimnin buna katkist bulunmamaktadir
(Mérquez-Grafia et al., 2017).

2.7.5. Mikroigne Uygulama Alanlan

2.7.5.1. flac¢ Verilmesi
Son yillarda yapilan ¢alismalarda mikroignelerin deriden ilag gegisini artirict

ozellliklerinin kayda deger oldugu goriildii. Henry ve arkadaslar ilk olarak kati silicon
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mikroigneler kullanarak kalsein molekiiliinii deriden uyguladilar (Henry, McAllister,
Allen, & Prausnitz, 1998). McAllister ve arkadaslari bovine serum albiimini (BSA) ve
insiilin  gibi makromolekiiller dahil olmak {izere farkli molekiillerin deriden
uygulanmasi i¢in metal mikroigneler ile ¢alistilar. Diklofenak, ibuprofen, ketoprofen ve
parasetamol gibi steroidal olmayan anti-enflamatuar ilaglarin deriden niifuzunu artirmak
icin silindirik kati mikroigneler kullanild1 (Stahl, Wohlert, & Kietzmann, 2012). Bazi
caligmalarda mikroigneler, iyontoforez veya sonoforez gibi diger penetrasyon artirici
yontemlerle kombinasyon halinde kullanilarak ve makromolekiiler bilesiklerin
transdermal biyoyararlanimi1 artirildt (Han & Das, 2013; X.-M. Wu, Todo, &
Sugibayashi, 2007). TIlaclara ek olarak, kapli mikroigneler DNA transferi icin
Kullanilmistir. Bu amagla, mikroigneler DNA ¢ozeltilerine daldirilarak kaplandi
(Pearton et al., 2012). CoOzinen mikroigneler kullanilarak deriye verilen
makromolekiiller arasinda insiilin, diisiik molekiiler agirlikli heparin, ovalbiimin,
Ioprolid asetat, eritropoietin ve insan blyime hormonu bulunur (Ito, Hirono,
Fukushima, Sugioka, & Takada, 2012; Ito, Murano, Hamasaki, Fukushima, & Takada,
2011; Ito, Yoshimitsu, Shiroyama, Sugioka, & Takada, 2006; J. W. Lee, Choi, Felner,
& Prausnitz, 2011; Matsuo et al., 2012; McCrudden et al., 2014; Naito et al., 2012).

2.7.5.2. As1 Uygulamasi

Adaptif immiln yaniti baslatmaktan sorumlu ¢esitli immdanolojik aktif hticreler ve
antijen sunan hiicreler (APC) ag1 iceren canli deri tabakasi as1 uygulamasi igin ideal bir
hedef olarak gorulmektedir (Chong, Evrard, & Ng, 2013; Koutsonanos et al., 2009).
Ayrica, deride daha yiiksek sayida APC bulunmasi daha diisiik antijen seviyeleri ile
daha gii¢lii bagisiklik yaniti olusturdugundan deriden as1 uygulama geleneksel kas igi
(IM) asilama ile karsilastirildiginda daha diisiik dozlarda etkinlik saglandigi yapilan
calismalarda goriildii (Al-Zahrani et al., 2012).

2.7.5.3. Hasta Izleme ve Teshis

Hasta izleme veya tan1 amagli kan alimi, igne fobisi, egitimli saglik personeli ihtiyaci ve
geleneksel ignelerle iliskili enfeksiyon riski gibi bazi dezavantajlar icermektedir. Bu
olumsuzlarin iistesinden gelmek i¢in mikro ignelerle ¢alisilmis. Hipodermik ignelere
benzer sekilde tasarlanan mikroigneler ile derideki interstisyel s1vi ¢ekilebilir (Donnelly

et al., 2014). Bu s1vidaki molekiillerin konsantrasyonu genellikle kan konsantrasyonlari
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ile dogru bir sekilde iliskilendirilebildiginden, analit izleme i¢in iyi bir ortam1 temsil
eder. Bu nedenle mikroigneler agrisiz ve kansiz izleme / teshis sistemi imkani1 sunar.
Mikroignelerin ilk olarak bu amagla kullanilmasi, interstisyel sivinin kilcal hareketine
dayaniyordu. Yeni stratejiler, vakum veya ozmotik basing gibi daha karmasik
ekstraksiyon mekanizmalarinin  kullanilmasini igerir (Donnelly et al., 2014).
Mikroignelerin interstisyel sivi ekstraksiyonuna bir alternative de kilcal kan
ekstraksiyonu i¢in daha uzun mikroignelerin (mikron 6l¢eginin {ist ucu) kullanilmasidir.
Bu yontem, geleneksel hipodermik ignelere gore daha az invaziv bir prosediir sunar. Li
ve ekibi i¢i bos metalik mikroigneler (1800 mm yiikseklik, 60 mm i¢ ¢ap, 120 mm ug
capt ve 150 egim) kullanarak fare kuyruk damarindan 20 pL kan aldilar. Calisma
sonunda cihazin agr1 olusturma riskinin ¢ok diisiik oldugu bildirildi (C. G. Li, Lee, Lee,
& Jung, 2013).

2.7.5.4. Kozmetik Uygulama

Mikroigneler Ozellikle cilt lekelerinin tedavisinde ve aktif kozmetik bilesenlerin
verilmesi i¢in kullanilabilir. Bu nedenle kozmesotik enddstrisi mikroigne teknolojisine
biiyiik ilgi gostermistir (Y. Park et al., 2015). Bununla birlikte, steril olmayan topikal
urinler kullanilarak graniilomlar gibi bazi advers reaksiyonlar bildirildiginden
mikroignelerin ve ticari olarak temin edilebilen saglam deriye uygulanmasi amaglanan
topikal Urtnlerin kombinasyonu dikkatle tedavi edilmelidir (Soltani-Arabshahi, Wong,
Duffy, & Powell, 2014).

Mikroigne teknolojisi, farkli cilt yaralarimi dermabrazyonla tedavi etmek igin
kullanilabilir (Larraneta, Lutton, et al., 2016). Mikroigne dermabrazyonu, mikroignenin
kollajen buylmesini indlklemek icin cildi bircok kez delmek igin kullanilmasindan
olusur. Bugiine kadar, mikroignelerin cilt iyilestirme mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamistir, ancak mikroigneler ile tedavinin kolajen ve elastin Gretimini
artirdig1r varsayilmistir. Ancak, bu tedavi igne uzunlugu nedeniyle cilt kanamasina
neden oldugu igin optimal degildir (Larraneta, Lutton, et al., 2016).

Akne izlerinin tedavisi igin silindirik kati mikroignelere (Dermoroller®) alternatif bir
yaklasim olan fraksiyonel radyofrekans mikroigne sistemi gelistirilmis. Yiiz
genclestirme cithazi olarak bulunan bu sistem, epidermal hasar olmaksizin radyofrekans
kaynakl1 termal bolgeler olusturarak ¢alisir. Retikiiler dermisin hasar gérmesinden sonra

dermal kalinlasma meydana gelir. Sivilce izlerinin tedavisi i¢in goniillerde yapilan
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calismalarda, % 80 oraninda akne izlerini azaltigi gortildii (Chandrashekar, Sriram,
Mysore, Bhaskar, & Shetty, 2014).

2.7.5.5. Diger Uygulama Alanlan

Onceki bolimlerde aciklananlarin disinda mikroignelerin alternatif kullanimlar1 da
mevcuttur. Son zamanlarda deri grefti yapigsmasini iyilestirmek i¢in mikroigne
sistemlerin kullanildigi ¢alismalar mevcuttur (S. Y. Yang et al., 2013). Bu amagla, poli
(stiren) ve poli (akrilik asit) polimerler kullanilarak sismeyen bir ¢ekirdek ve sisebilen
bir ugtan olusan konik sekilli mikroigneler hazirlandi. Bu tibbi cihaz, bu amag igin
kullanilan geleneksel zimba sistemine kiyasla daha iyi doku yapisma gii¢leri yapmustir.
Mikroigne sistemi, minimum kuvvetlerle yerlestirilebilir, kombine doku yapismasi ve
ilag verme stratejisi i¢in uclara terapotik ajanlarin yiiklenmesine olanak saglar.

Bir calismada 1siyla yanit veren poloksamer formiilasyonlarinin tavsan sklerasina
enjeksiyonu igin i¢ci bos mikroignelerin kullanimi arastirildi  (Thakur, Fallows,
McMillan, Donnelly, & Jones, 2014). Bu mikroigne bazli sistem, geleneksel
yontemlerle karsilastirildiginda minimal invaziv bir sekilde intra-skleral enjeksiyona

olanak saglar.

2.8. Emdlsiyonlar

Farmasotik "emiilsiyon" terimi, genellikle dahili kullanim i¢in hazirlanan preparatlar
belirtmek i¢in kullanilir. Harici kullanim i¢in emiilsiyonlara losyon, krem gibi her farkli
bir baglik verilir ve odaklandiklart kullanimlar1 gosterebilir (Khan et al., 2011). Birbiri
ile karismayan iki sividan birinin (dispers faz) digeri (siirekli faz, dispersiyon ortami)
icinde damlaciklar halinde dagildig1 iki fazli heterojen sistemlere emiilsiyon denir.
Emiilsiyonlar termodinamik olarak kararsiz bir sistem olduklarindan, sistemi stabilize
etmek icin Gglncl bir ajan olarak YEM (emdlgator, surfaktanemulsifiye edici ajan)
kullanilir. Emiilgatorler dispers damlaciklarin etrafini ince bir film tabakasi ile sararlar.
Sistem igerisinde dagilmis olan damlaciklarin boyutu gennelikle 0.1 — 100 pm
araligindadir (Khan et al., 2011).

2.9. Emulsiyon Tipleri
FarmasoOtik emiilsiyonlar genellikle sulu fazin g¢esitli yaglar ve balmumlariyla
karigimlarindan olusur. Yag damlaciklarin sulu faz icerise dagildig: sistemler, su i¢inde

yag (y / s) olarak adlandirilir. Yaghh degildirler ve deri ylizeyinden kolayca
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uzaklastirigabilirler. Haricen uygulamalarda deride bir serinleme hissi saglamak ve oral
uygulamalarda yagin ac1 tadin1 gizlemek icin kullanilirlar. Suda ¢6ziinen ilaglar, y / s
emiilsiyonundan daha hizli salinir.

Su damlaciklarin yagh faz igerisinde dagildig: sistemler, yag iginde su (s / y) olarak
adlandirilir. SC’u hidratlayarak ve ekrin salgilarinin buharlagmasin1 6nleyerek tikayict
bir etkiye sahiptirler. s / y emiilsiyonlari, yagli yapisi nedeniyle kozmetik olarak kabul
edilebilir olmasa da, derinin yagda ¢oziinen kirlerin temizlenmesi i¢in de yararlidir.
Yagda ¢Oziinen ilaglar, s / y emiilsiyonundan daha hizli salinir. Sekil 2-5’de emiilsiyon

tipleri gérulmektedir.

/

yad

yis emiilsiyonu sly emiilsiyonu

(> hidrofilik bas

lipofilik kuyruk

Sekil 2-5: Emdlsiyon tipleri

2.9.1. Emiilsiyon Olusturma Teorileri

Emiilsifikasyon teorileri, emiilsiyonlarin stabilize edilmesinde emiilsifiye edici ajanlarin
etkisini agiklar. Emiilsifiye edici ajanlar, arayiizii kararli emdiilsiyonlar elde edecek
sekilde etkiler. Emiilsiyonlarin stabilize edilmesinde emiilsifiye edici ajanlarin etkisini

acgiklamak i¢in 6nerilen birkag teori vardir.
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2.9.1.1. Arayuz Gerilimini Diisiirmek

Bir sivinin i¢indeki molekiiller, onu ¢evreleyen molekiiller tarafindan her yonden esit
olarak cekilir; ancak ylizeyde, ¢ekici kuvvetlerin dengesizligi nedeniyle molekiillerin
ice dogru cekilmesi vardir. Bu ¢ekim nedeniyle, yiizey gerilimi olarak bilinen bir
gerilim iiretilir. iki karigmayan siv1 temas ettiginde, her sivinin kirilmaya direnmesine
neden olan kuvvet, araytzey gerilimi olarak bilinir. Emulsifikasyonun yuzey gerilimi
teorisine gore, emiilsifiye edici maddeler, iki karismayan sivinin ara ylizey geriliminde
bir azalmaya neden olarak sivilar arasindaki itici kuvveti azaltir ve sivilarin kendi

molekiilleri i¢in ¢ekiciligini azaltir.

2.9.1.2. Arayuz Filmi Olusturmak
Araylzey film teorisine gore, emiilsifiye edici ajanlarin, i¢ fazin damlaciklarini ince bir
film olarak c¢evreler ve emiilsiyonun iki karigmaz fazi arasinda bir arayiiz

olusturmaktadir. Bu film, dispers faz damlaciklarin birlesmesini 6nler.

2.9.1.3. Elektriksel Cifte Tabaka Olusturmak

Damlaciklarin yiizeyindeki elektriksel ylik gruplarin artmasi ve elektriksel cifte tabaka
damlaciklarin birbirine itme kuvveti uygulamasina yol agar. Emiilsifiye edici ajanlarin
yalniz arayiizeyde konsantre olmalar1 degil, ayn1 zamanda polar yapilar1 da énemlidir.
Bu teoriye gore, emiilsifiye edici ajanlarin yag benzeri veya polar olmayan uclari yaga,
polar uglart ise polar siviya dogru donmektedir. Emiilsifiye edici ajanin polar olmayan
ucu daha kiigiikse, emiilsiyonun su i¢inde yag (y / s) olacag1 ve polar u¢ daha kiiciikse,

emiilsiyonun yag i¢inde su (s / y) olacagidir.

2.9.2. Emiilsiyonlarin Stabilitesi

Stabilite emiilsiyon formiilasyonlar1 i¢in ¢ok dnemli bir parametredir; ancak, emiilsiyon
stabilitesinin degerlendirilmesi kolay degildir (Song, Jho, Kim, & Kim, 2000).
Farmasotik emulsiyon stabilitesi, dagilmis faz damlaciklarin birlesmesinin olmamasi,
kremalagsmanin olmamast ve koku, renk ve goriinim gibi fiziksel karakterlerinin
korunmasi ile karakterize edilir. Emiilsiyonun kararsizligi, topaklanma, kremalasma,

birlesme ve kirilma olmak dort olaya siniflandirilabilir (Sekil 2-6).
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Flokiilasyon

Koalesans

| | Stabil emiilsiyon I I

Kremalagma

Faz ayngmasi

Sekil 2-6: Emiilsiyon kararsizliklari

2.9.2.1. Flokulasyon

Kiigiik emiilsiyon damlaciklarin biraraya gelerek olusturduklar1 kiimelemelerdir.
Calkalandiklarinda kii¢iik damlaciklar yeniden dagilirlar. Damlaciklarin bozulmadan
kaldig: tersine gevrilebilir bir olaydir. Flokiilasyon, koalesansin baslangici olarak kabul
edilir. Bir emiilsiyonun siirekli fazinda fazla yiizey etkin maddenin varligi, emiilsiyon

damlaciklarinin flokiilasyonuna yol agabilmektedir.

2.9.2.2. Kremalasma

Kremalagma, dispers fazin ayrildig1 ve siirekli fazin iistiinde bir katman olusturdugu
stabilite problemidir. Dispers faz kremalasmada damlacik halinde kalmaya devam ettigi
stirece, calkalandiginda tekrar dagilabilmesi miimkiindiir. Dispersiyon ortamin
viskozitesi artirilarak kremalagsma Onlenebilir. y / s emiilsiyonlari, dispers fazin
damlaciklar1 siirekli fazdan daha az yogun oldugunda genellikle yukari dogru
kremalasma olusur. s / y emiilsiyonlarinda ise dispers fazin yogunlugu siirekli fazin

yogunlugundan yiiksek oldugu i¢in asag1 dogru kremalasma meydana gelmektedir.

2.9.2.3. Koalesans

Emudlsiyon sistemlerinde mekanik veya elektriksel bariyerin giderek daha blylk
damlaciklarin olusumunu 6nlemek igin yetersiz oldugu durumlarda koalesans meydana
gelir. Koalesans1 onlemek i¢in siirekli faza yiiksek kaynama noktasi veya yliksek

molekiiler agirlikli bilesenler eklenebilir.
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2.9.2.4. Faz ayrismasi

Dispers faz ve siirekli fazin geri doniisiimsiiz olarak birbirinden ayrilmasidir. Bunun
nedeni damlaciklarin etrafindaki filmin yapmin bozulmasidir. Faz ayrismasi damlacik
biiylikliigiine, dispersiyon ortamin viskozitesine ve faz hacim oranindan

etkilenmektedir.

2.10. Mikroemdulsiyonlar

Mikroemiilsiyonlar, berrak, optik olarak izotropik ve genellikle yag, su ve ylizey aktif
madde (ler) in karistmindan olusan termodinamik olarak kararli sistemlerdir (M. J.
Lawrence & Rees, 2012). Mikroemiilsiyonlar saydam veya yari1 saydamdir goriiniimlii,
bir damlacik boyutlar1 genellikle 150 nm’nin altindadir (S. Heuschkel, A. Goebel, & R.
H. H. Neubert, 2008). Emiilsiyonlar ise genellikle mikrometre araliginda ve biraz
altinda damlacik boyutlarina sahip siitlii, kaba dispersiyonlardir. Ote yandan
mikroemiilsiyonlar termodinamik olarak kararhidir ve dogru kosullar altinda
kendiliginden (veya ¢ok diisiik enerji girisi ile) olusur (M. J. Lawrence & Rees, 2012).
Termodinamik stabiliteye sahip olmalarinin nedeni emiilsiyonlara kiyasla yiiksek
oranda ylizey etkin madde igermeleridir. Bu da tahris potansiyelinin artmasina neden
olabilir. Mikroemilsiyonlar ve emiilsiyonlar arasindaki farklarla ilgili kafa karigikligi,
"nanoemiilsiyon" teriminin tanitilmasiyla daha da siddetlendi. Nanoemiilsiyonlar ve
mikroemilsiyonlar benzer sekilde tanimlanmistir: Her ikisi de 200-250 nm'den kii¢ik
damlacik boyutuna sahip diisiik viskoziteli dispersiyonlardir (McClements, 2012).
Bununla birlikte, nanoemiilsiyonlar termodinamik olarak degil kinetik olarak kararhidir.
Nanoemiilsiyonlar, daha kii¢iik miktarlarda yiizey etkin maddelerle ile olusturulabilirler,
ancak kararli nanoemiilsiyonlarin hazirlanmas1 genellikle pahali yiiksek enerji
yontemlerini gerektirir (McClements, 2012). Baska bir karisiklik, dispers fazin
damlacik boyutu ile ilgilidir. "Mikro-" 10® anlamma gelirken, "nano-" 10~ anlamma
geldiginden, bu, nanoemiilsiyonlarin dispers fazinin olusturan damalciklarin
mikroemiilsiyonu olusturan damlaciklarindan daha kii¢lik oldugu anlamina gelir.
Pratikte ise bunun tersi dogrudur (McClements, 2012). Tablo 2-3’de bu sistemler
arasindaki farkiliklar gosterilmektedir (Lopes, 2014).

Tablo 2-3:. Mikroemiilsiyonlarin emiilsiyonlar ve nanoemiilsiyonlar ile karsilagtirilmasi

Parametre Mikroemdlsiyon Emudlsiyon Nanoemilsiyon
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Dispersiyon tipi Kolloidal
Damlacik boyutu (um) <0,15

Termodinamik stabilite Stabil
Olugma teorisi Kendiliginden olugan

Yiksek miktarda

surfaktan ve ko-

Kaba

>0,5

Stabil degil
Yiiksek enerji

gerektiren

Daha az stirfaktan

Kolloidal
<0,15

Stabil degil
Yiiksek emeriji

gerektiren

Daha az siirfaktan

Bilesenler
stirfaktan bilesimi gerekir gerekir
gerekmektedir

Gorsel ozellikler

Fiziksel hal Sivi Sivi/yari kat Sivi

Turbldite Seffaf St géranimi Degisken olabilir

2.10.1. Mikroemiilsiyonlarin Yapisi
Mikroemiilsiyonlar, ara yliziin siirekli ve kendiliginden dalgalandigi dinamik
sistemlerdir (Lam & Schechter, 1987). Yap1 olarak y/s, s/y ve gegisli (bicontinuous)
mikroemiilsiyonlar olarak ii¢ gruba ayrilir. Yag damlaciklarin su igerisinde dagildig:
sistemler y/s, su damlaciklarin yag icerisinde dagildig: sistemler s/y mikroemilsiyon
sistemleridir. Dagilan damlaciklar i¢ fazi olusturken, siirekli diger bir deyisle dagilim
ortami1 dis fazi olusturur. Yag fazi1 ve su faz1 miktarlarin yiiksek ve birbirine yakin
oldugu sistemler ise gegisli mikroemiilsiyonlari olusturur. Bu sistemler yag miktar1 daha
yiiksek iken s/y, yag miktar1 daha diisiikse y/s tipinde gecisli mikroemiilsiyon olusturur
(M. J. Lawrence & G. D. Rees, 2000). Arayiz, u¢ tip mikroemulsiyonda da uygun
YEM’ler ve / veya YYEM’ler kombinasyonu ile stabilize edilir. Yag, su ve YEM
karigimlari, bilesenlerin oranlarina bagh olarak ¢ok ¢esitli yapilar ve fazlar olusturabilir.
Esnek bir YEM filmi, sekilli, kiime damlaciklar ve gecisli yapilar gibi birka¢ farkli
yapimin olugsmasini saglayabilir. Cok sert bir YEM filmi ile gecisli yapilarin olusmasi
mimkiin olmamaktadir (Chauhan, Thakur, & Sharma, 2019). Bir mikroemdlsiyon
yapisi, fazlarin yayilmasi dolayisiyla ilgili fazlarda bir ilacin diflizyonu i¢in ¢ok

Oonemlidir (Chauhan et al., 2019).
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2.10.2. Mikroemiilsiyonlarin Avantajlari
Topikal / transdermal uygulama sistemleri olarak mikroemiilsiyonlara olan ilgi, asagida
aciklandig1 tizere, bu sistemlerin sundugu bir¢ok avantajdan kaynaklanmaktadir (G. M.
El Maghraby, 2008; Kogan & Garti, 2006; M. J. Lawrence & Rees, 2012; Pepe et al.,
2012).
e Termodinamik stabilite
e Hazirlanmalar1 kolay ve yiiksek enerji gerektirmez
o Ozel ekipman gerekmediginden hazirlik maliyetleri genellikle diisiiktiir
e Hidrofilik ve lipofilik alanlarin varlig1 nedeniyle hem hidrofilik hem de lipofilik
ilaglarin (ayn1 zamanda istenirse) yliklenebilmesi
e Yuzey etkin maddelerin ¢oziindiirebilme 6zelliklerin yiiksek olmasindan dolay1,
yuksek miktarda ilag yiklenebilirler

2.10.3. Mikroemiilsiyonlarin Dezavantajlari
Mikroemilsiyonlarin diger tasiyici sistemlere gore bazi avantajlara sahip olmasinin
yanisira baz1 dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Mikroemiilsiyonlarin dezavantajlarini
asagida anlatildig1 gibi 6zetleyebiliriz (Agrawal & Agrawal, 2012).
e Nano damlaciklar1 stabilize etmek igin gerekli yiiksek konsantrasyonda yiizey
aktif madde ve yardimci ylizey aktif madde kullanima.
e Yiiksek erime noktali maddeler i¢in sinirli ¢oziindiirme kapasitesine sahip
olmalari
e Farmasotik uygulamalart kullanmak i¢in yiizey etkin madde toksik olmamali
e Mikroemiilsiyon stabilitesi, sicaklik ve pH gibi ¢evresel faktorlerden etkilenir.

Bu parametreler hastalara mikroemiilsiyon verildikten sonra degisir.

2.10.4. Mikroemiilsiyonlarim Olusum Teorileri
Simdiye kadar mikroemiilsiyon olusumunu ve stabilitesini aciklamak i¢in {i¢ yaklagim
kullanilmistir. Bunlar asagidaki gibidir:
e Araylizey veya karma film teorisi
e COzUnurllk teorisi
e Termodinamik teorisi
Diisiik yiizey gerilimi mikroemiilsiyonlarin stabilitelerinin ve olusumlarin temelini

olusturur. Damlacik boyutlarin ¢ok kiiclik olmasindan dolay1 su ve yag arasindaki ara
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yiiz ¢ok genistir (M. J. Lawrence & G. D. Rees, 2000). Mikroemulsiyon olusumunun
serbest enerjisi, ylizey etkin maddenin yag-su araylzinln yuzey gerilimini ne 6l¢ude

diisiirdiigiine ve sistemin entropisindeki degisime bagli olabilir (Esitlik 2-4),

AGFf=7AA -TA S (2-4)

Burada, AGf = serbest olusum enerjisi, AA = mikroemiilsiyonun araylizey alanindaki
degisiklik, A S = sistemin entropisindeki degisim, T = sicaklik, y = yag-su araylzunin
yuzey gerilimi ifade eder. Bir mikroemiilsiyonun olugmasi i¢in (gegici) negatif degerin
gerekli oldugu, degerinin her zaman pozitif olmasina ragmen, ¢ok kiigiik oldugu ve
entropik bilesen tarafindan dengelendigi kabul edilir. Entropik katki, bir fazin digerinde
cok sayida kii¢iik damlacik seklinde karigtirllmasindan kaynaklanan ¢ok biiyiik dagilim
entropisidir. Bununla birlikte, ara yiizey tabakasinda yiizey etkin madde difiizyonu ve
monomer-misel yiizey etkin madde degisimi gibi diger dinamik iglemlerden
kaynaklanan uygun entropik katkilarin olmasi da beklenmektedir. Boylelikle, yizey
gerilimindeki blylk azalmalara 6nemli 6lglide uygun entropi degisikligi eslik ettiginde,
negatif serbest olusum enerjisi elde edilir. Bu gibi durumlarda, mikroemdiilsiyon
kendiliginden olusur ve ortaya c¢ikan dagilim termodinamik olarak kararlidir

(Talegaonkar et al., 2008).

2.10.5. Mikroemiilsiyonlarin Hazirlanmasi

2.10.5.1. Faz Titrasyon Metodu

Belirli miktarda ilag, ilacin ¢dziinmesi icin gerekli olan uygun yag miktar1 iginde
dagitilarak hazirlanir (Ghosh & Murthy, 2006). Karisim homojen haline getirildikten
sonra dogru bir sekilde tartilan YEM : YYEM karisimi kiigiik kisimlar halinde ilave
edilir (Jadhav, Shaikh, Ambade, & Kadam, 2006). Karisim, manyetik bir karistirici
kullanilarak iyice karistirilir ve yaklasik 10 dakika boyunca siirekli karistirilarak damla
damla damitilmis su ilave edilir. Karistirma hizi, damlacik boyutunun gerekliligine gore

optimize edilir (Santos, Watkinson, Hadgraft, & Lane, 2008).

Ucgen Faz Diyagrami

Mikroemiilsiyonlar, yapilarinin, ilag salimlarmi ve stabilitelerinin etkileyen bir dizi
fiziksel Ozellik ile karakterize edilir. Uggen faz diyagramlar1 mikroemiilsiyon
olusturmanin en énemli asamasidir. Uggen faz diyagramlar genellikle su, yag ve YEM

/ YYEM bilesenlerinin bilesiminin bir fonksiyonu olarak farkli fazlarin sinirlarim
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belirtmek i¢in olusturulur (Ita, 2017). Belirli miktarlarda yag, YEM ve YYEM
karigimlart ortam sicakliginda (25 °C) orta derecede calkalama altinda sulu ¢ozelti ile
seyreltilir. Dengeden sonra, gorsel inceleme veya polarize 151k mikroskobu tespit edilen

emiilsiyonlarin bilesenlerinin kombinasyonlar1 faz diyagraminda haritalanir.

Noktasal Calisma ile Mikroemtilsiyon Bélgesinin Belirlenmesi

Yag, su ve ylizey etkin madde bilesenleri ile olusturulan iiggen faz diyagrami lizerinde
belirlenen noktalarin oranlar1 saptanir. Bu oranlara gore hazirlanan formiilasyonlardan
seffaf ve izotropik olanlar mikroemiilsiyon olarak belirlenir. Bu noktalara gore

mikroemiilsiyon alani ¢izilir.

Titrasyon yéntemi ile Mikroemiilsiyon Bdlgesinin Belirlenmesi

Yiizey etkin madde ve yardimci ylizey etkin madde oranlart belirlenir. Bu karigim yag
fazi1 ile karistirilir. Bu karisim su fazi ile titre edilir. Su fazinin ilavesinden sonra karigim
seffaflik yoniinden gozlenir. Baslangicta sulu fazinin ilavesinde sistem bulaniklasir, su
titre edilmeye devam edilince sistem berraklasir. Bu nokta mikroemiilsiyonun olustugu
noktadir. Daha sonra sistem tekrar bulaniklasincaya kadar su titre edilmeye devam

edilir. Sistemin bulaniklastig1 bu nokta mikroemiilsiyonun bitis noktasidir.

2.10.5.2. Faz Inversiyon Sicaklik Yontemi (PIT)

Mikroemiilsiyonlarin faz inversiyonu, y/s sistemin s/y sistemine donistiiriilmesi
anlamia gelir. Faz inversiyonu sisteme asir1 miktarda i¢ fazin eklenmesi ile meydana
gelebilir veya iyonik olmayan YEM kullanildiginda sicakligin artilmasi sonucunda
meydana gelebilir (Adnan Azeem et al., 2008; Gasco, Priano, & Zara, 2009; Karasulu,
2008; Mehta & Kaur, 2010). Bu yontem, damlacik boyutundaki asirt degisiklikleri
gosterir, bu da in vivo ve in vitro ila¢ salim modellerinde degisikliklere yol agar (Mehta
& Kaur, 2010; D. Patel & Sawant, 2009).

2.10.6. Mikroemulsiyon Formulasyonuna Giren Bilesenler

Mikroemdilsiyonlar bir sulu faz, bir YYEM, bir YEM ve bir organik fazdan (yagh faz)
olusur. Ancak, yapilan bazi calismalarda YYEM’lerin, yapisal olarak birbirini
tamamlayan yiiksek ve disiik hidrofilik (HLB) YEM’lerin segilmesiyle ortadan
kaldirilabilecegini goriildii (Solans & Garcia-Celma, 1997).
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2.10.6.1. Yagh Faz (Organik Faz)

llaglarm  ¢ogunun  y/s  mikroemiilsiyonlarinda  ¢oziindiigii goéz  onilinde
bulunduruldugunda, ilacin yag ve YEM karisiminda yiiksek c¢Oziiniirliige sahip
olmasindandir. Coziiniirliik kriteri, sadece sistemden ilag salinimini arttirmakla kalmaz,
ayn1 zamanda konsantrasyon gradyanini da yiikseltir ve farkli biyolojik membranlardan
ilag penetrasyonunu arttirir. Mikroemtilsiyon bileseni olarak kullanilmak {izere piyasada
cok sayida yag bulunmaktadir, ancak bunlarin kullanimlari, toksisiteye ve belirsiz etki
mekanizmasina neden olan tahrisleri nedeniyle sinirlidir. Agresif olmayan ve hafif olan
mikroemdalsiyonu elde etmek igin segilen yag Klinik olarak kabul edilebilir, toksik
olmamali ve biyouyumlu olmaldir. Bitkisel yaglar, gida endiistrilerinde
mikroemiilsiyon olusumu i¢in ideal olarak kabul edilmektedir. Ancak, mineral yag,
farkli dagilmig fazlarin olugsmasinda daha etkili oldugu i¢in yag fazi olarak yaygin

kullanilmaktadir (Friberg, Brancewicz, & Morrison, 1994).

2.10.6.2. Sulu Faz
Su, yaglarin ¢ogu ile karismadigi ve yag damlaciklarinin olusmasina neden oldugu i¢in

y/s mikroemiilsiyonlarinda dis fazi (siirekli fazi) olusturur (Munir et al., 2017).

2.10.6.3. Ylzey Etkin Madde (YEM)
YEM sec¢imi yapilirken, yiizey etkin maddenin HLB'si géz 6niinde bulundurulmalidir.
sly mikroemiilsiyonu olusturmak 3-6 araliginda HLB degerine sahip yuzey etkin
maddeler secilmesi, y/s mikroemiilsiyonu olusturmak i¢in 8-18 araliginda HLB
degerine sahip yiizey etkin maddelerin se¢ilmesi uygun olmaktadir. Mikroemiilsiyonun
dikkatlice tanimlanmis kosullar altinda olusturulmasi ve mikroemiilsiyon olusumu i¢in
bilesen seciminde ilk adim olarak uygun HLB degeri sahip ylizey etkin maddeler goz
ontinde bulundurulmalidir (M. J. Lawrence & G. D. Rees, 2000). Yiizey etkin maddeler
hidrofilik bir bas ve lipofilik bir kuyruktan olugsmaktadir. Ylzey etkin maddeler iyonik
yapilarina gore;

e Non iyonik yiizey etkin maddeler

e lyonik yuzey etkin maddeler

olmak iizere 2 temel gruba ayrilir.
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Non Iyonik Yiizey Etkin Maddeler

Non iyonik yiizey etkin maddelerin ¢ogu, iyonik yiizey etkin maddelerin yukli olan bas
grubunun yiiksiiz olmasi ile iyonik ylzey etkin maddelerden ayrilir. Non iyonik yiizey
etkin maddeler, mikroemiilsiyonlarin olusumu i¢in genellikle herhangi YYEM’ye
ihtiya¢ duymamaktadir. Non iyonik ylizey etkin maddeler biyouyumludurlar (Kolling,
2004). pH ve elektrolit konsantrasyonuna duyarli olmayan mikroemiilsiyonlar
olusturma o6zelligine sahiptirler (M. J. Lawrence & G. D. Rees, 2000; Shafiq et al.,
2007). Tween 80, Span 80 ve Tween 20, en yaygin kullanilan non iyonik yiizey etkin
maddelerdir (M. J. Lawrence & G. D. Rees, 2000).

Iyonik Yiizey Etkin Maddeler

Farmasotik preparatlarin hazirlanmasinda nadiren kullanilmaktadirlar. Cogu iyonik
yuzey etkin madde, stabil mikroemilsiyon olusturmak i¢in tek basina yeterli
olmamaktadir. Bu nedenle, stabilize olmalari igin bazi katki maddelerine ihtiyag vardir.
Katyonik yiizey etkin maddeler, anyonik yiizey etkin maddeler ve zwitter iyonik yuzey

etkin maddeler olmak iizere ii¢ gruba ayrilirlar.

2.10.6.4. Yardima Yiizey Etkin Madde (YYEM)

Genellikle, iyonik veya non-iyonik olmayan YEM’ler mikroemiilsiyon olusturmak igin
tek basina yeterli degildirler. Optimum bir mikroemulsiyon formilasyonun
olusturulmasi i¢in YEM karisimlari veya bazen YYEM gereklidir. Genellikle, tek
zincirli ylizey etkin maddeleri, mikroemiilsiyon formiilasyonlari olusturmak i¢in
gereken cok diisiik seviyelere kadar yiizey gerilimini azaltma kapasitesine sahip
degildir. Butanol, etanol, pentanol, propilen glikol veya izopropanol gibi kisa ve orta
alkoller genellikle YYEM’ler olarak kabul edilir (Giustini, Murgia, & Palazzo, 2004;
M. J. Lawrence & G. D. Rees, 2000). YYEM’ler, yiizey geriliminde diisirmeye
yardimc1 olur ve YEM filmini akiskanlastirarak sistemin bozunmasini hizlandirarak
termodinamik olarak stabil hale getirir (Munir et al., 2017). YYEM’ler, mikroemiilsiyon
damlacig1 g¢evresinde olugan YEM filminin esnekligini arttirir (EI Maghraby et al.,
2008; Junyaprasert, Boonsaner, Leatwimonlak, & Boonme, 2007). YYEM
mikroemiilsiyon olusturan bolgeyi artirabilir (EI Maghraby et al., 2008). YYEM olarak
orta zincirli alkollerin kullanilmasi bazi sorunlara neden olabilir. Alkollerin ¢ogu kronik

olarak kullanildiginda biyolojik sistemi tahris edebilir. Mikroemiilsiyonlarda veya
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farmasotik olarak kullanimini engelleyen kimyasallarin toksisitesiyle ilgili ciddi

sorunlar vardir (Shakeel et al., 2007).

2.10.7. Mikroemiilsiyonlarin Karekterizasyonu

2.10.7.1. Damlacik Biiyiikliigii Tayini

[lag emilimini etkileyen faktorlerden biri damlacik biiyiikliigii ve polidispersite
indeksidir (dagilimi1). Daha genis ylizey alanine sahip kiigiik damlacik biiyiikliigiine
sahip sistemler ilag absorpsiyonunu artirirlar (Gershanik & Benita, 2000).

Damlacik boyutu ve polidispersite indeksi, mikroskobik ve sacilma teknikleriyle
belirlenebilir. Foton korelasyon spektroskopisi (PCS) olarak da adlandirilan dinamik
151k sacilimi, Brownian hareketine maruz kalan damlaciklar veya pargaciklardan
gecerek gelen lazer 1s181in1in yogunlugundaki dalgalanmalar1 analiz etmek i¢in kullanilir
(Nastiti et al., 2017). Damlacik boyutununun (yaklasik 1 nm'ye kadar), polidispersitenin
(dinamik 151k sa¢iliminin kiimiilatif analizinden tiiretilen boyut dagiliminin genisliginin
bir dl¢iisii: dagilimin kalitesini veya homojenligi gosterir) ve zeta potansiyelinin (yilizey

yiikil) hizli analizini saglayabilen bir dizi cihaz mevcuttur.

2.10.7.2. Mikroemiilsiyonlarin Reolojisi

Mikroemiilsiyonlarin reolojik ozellikleri, mevcut agregatlarin tiirii, sekli ve yogunluk
sayis1 yani sira bu agregatlar arasindaki etkilesimlere baglidir. Bu nedenle, kire-cubuk
gibi mikro yapisal degisiklikler veya mikroemiilsiyon tipi (s/y, y/s veya gecisli)
mikroemiilsiyon reolojisine etki eder. Viskozite tayini ayrica koloidal sistemlerin ilag
salinimini nasil etkileyebilecegi konusunda yararlt bilgiler saglar (Agrawal & Agrawal,
2012). izotropik (kiiresel) sistemler olan mikroemiilsiyonlar, akisa karsi daha az direng
gosterir ve disiik viskozite sergiler. Reolojik o6zellikler, mikroemiilsiyonlarin tipi
hakkinda bilgi saglayabilir. Hem y/s hem de s/y mikroemiilsiyonlar, genellikle Newton
tipi akis gosterirken, gecisli mikroemiilsiyonlar, oldukca karmasik olan non-Newtonian

akig ve plastisite gosterebilir (N. Sharma, Antil, & Jain, 2013).

2.10.7.3. Mikroemiilsiyonlarin Iletkenlikleri

Elektriksel iletkenlik, mikroemiilsiyonlarin karakterizasyonu icin basit ve ucuz bir
yontemdir. Elektriksel iletken Oncelikle dis fazin su veya yag oldugunu veya gecisli
olup olmadigini tespit etmek icin yapilir. Mikroemiilsiyon tipini belirlemek ve bilesim

veya sicakliktaki degisikliklerden kaynaklanan faz sinirlarin1 tahmin etmek igin
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iletkenlik 6l¢tim teknigi kullanilmistir (Lutz et al., 2007; Stubenrauch et al., 2008). Dis
faz1 su olan mikroemiilsiyonlar yiiksek iletkenlik degerleri gdsterirken, dig fazi yag olan
sistemler zayif iletkenlige sahip veya hig iletkenlik gostermezler (Rushforth et al.,
1986). 1Iki siirekli sistemler (bicontinious), s/y tipi mikroemiilsiyonlarla
karsilastirildiginda, gecisli sistemler biiyiik 6l¢iide daha yiiksek iletkenlige sahiptir (N.
Sharma et al., 2013).

2.10.7.4. Morfolojik Gortntuleme (TEM)

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM), mikroemiilsiyonlarin mikro yapilarinin
incelenmesi igin en Onemli tekniktir. TEM analizi genelinde, bir elektron ismninin
icinden gecebilecegi sekilde ince bir film olarak bir numune hazirlamaktir. Goriinti,
numunenin farkli bolgelerinden elektronlarin farkli absorpsiyon ve sagilmasindan
kaynaklanan kontrastla toplanir (Acharya & Hartley, 2012). Dogrudan yiiksek
cozlinlirliikte goriintiiler saglar ve birlikte var olan herhangi bir yap1 ve mikroyapisal
gecisleri yakalayabilir. Sivi ornekleri i¢in Kriyo-TEM (6rnekler, soguk mikroskopta
hizli dondurma ve freeze fruktozdan sonra dogrudan gorsellestirilir) ve Freeze Fracture
TEM teknigi (Oda kosullar1 altinda 6rnek goriintiilerinin bir kopyasi) olmak iizere TEM
tekniginin iki varyasyonu mevcuttur (N. Sharma et al., 2013).

Cryo-TEM teknigi, kriyojenik hazirlama tekniklerini geleneksel gecirimli elektron
mikroskobu ile birlestirir. Burada, ince bir numune filmi, buz veya numune
kristalizasyonu olmaksizin hizla vitrifiye edilir ve filmde yakalanan yapilar, dogrudan
donmus halde, yani dogal susuz hallerine ¢ok yakin bir durumda gozlenir (Acharya &
Hartley, 2012).

2.10.7.5. Turbidite

Mikroemiilsiyonlarin damlacik biyiikliikleri ¢ok kiigiik olup bu sistemlerde bulunan
damlaciklar 15181 gegirmekte ve saydam goriinmektedirler. Su ve yagin relalif kirilma
indislerine ve dispers fazin konsantrasyonuna bagli olarak saydamlik degismektedir
(Lissant, 1975). y/s tipi mikroemiilsiyonlarin 1s1k sagilimin ortaya konulmasi zordur. Bu
sistemlerde saydamlik i¢in yag agirliginin % 100O'Unden fazla YEM’ye ihtiya¢ vardir.
Bununla birlikte, saydam bir s/y tipi mikroemilsiyon elde edebilmek igin ¢ok daha az
YEM’ye ihtiya¢ bulunmaktadir (Lissant, 1975).
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2.10.7.6. Stabilite Testleri

Bu c¢alismalar, ICH’a (International Conference on Harmonization) gore
gergeklestirilmektedir. Belli bir siire belli kosullar altinda stabilite kabininde tutulan
formiilasyonlar, goriintii, renk, ilag icerigi, seyreltilmis formiilasyonun pH" ve ¢éziinme
profili acisindan test edilir. Bu 6zellikler ilk formiilasyonlarla eslesirse, kararli bir

formiilasyon olarak degerlendirilebilir (Borhade, Nair, & Hegde, 2008).

2.10.8. Mikroemiilsiyonlarin Uygulama Alanlari

Mikroemilsiyonlar, oral, topikal, transdermal, okdiler, intranazal ve parenteral
uygulamalar i¢in kontrollii ilag salimina izin veren Umit verici tasiyict sistemlerdir.
llaglarin emilimin artirilmasi, ilag salim kinetiginin modiilasyonu ve diisiik toksisite

sistemin avantajlarindandir (Grampurohit, Ravikumar, & Mallya, 2011).

2.10.8.1. Oral Mikroemulsiyonlar

Oral mikroemiilsiyon formiilasyonlari, geleneksel oral formiilasyonlara kiyasla
emilimin artmasi, gelistirilmis klinik potens ve azalmis ilag toksisitesi dahil olmak iizere
cesitli faydalar sunmaktadir. Bu nedenle mikroemiilsiyonlar, steroidler, hormonlar,
ditretik ve antibiyotik peptitleri ve proteinleri gibi ilaglarin verilmesi i¢in ideal
olduklart bildirilmistir (Chauhan et al., 2019). Ancak, bu gruptaki ilaglarin ¢ogunun
geleneksel oral (oral biyoyararlanimimn <% 10) (yani mikroemiilsiyon bazli olmayan)
formiilasyonlarla uygulanmasi zordur, genellikle oral uygulama ile terapotik aktivite
gostermemektedirler (Chauhan et al., 2019). Oral biyoyararlanimlarinin diisiik olmasi
nedeniyle, ¢ogu protein ilaci yalnizca parenteral formiilasyonlar olarak mevcuttur.
Ancak, peptit ilaglari, parenteral olarak uygulandiklarinda son derece kisa bir biyolojik
yar1 dmre sahip olduklarindan ¢oklu dozlama gerektirir. Bu da hasta uyuncu gibi bazi

sorunlari tetikler.

2.10.8.2. Parenteral Mikroemulsiyonlar

Smirli ¢oziiniirliige sahip ilaglarin 6zellikle intravendz yoldan uygulanmasi, asil
hedeflenen bir bolgeye cok diisiik miktarda ilag iletilmesi nedeniyle endiistride biiyiik
bir sorundur. Mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 parenteral uygulamada, nano boyutlu
damlaciklar1 nedeniyle makroemiilsiyon sistemlerine gore belirgin avantajlara sahiptir.
Mikroemiilsiyonlar, daha biiyiik damlaciklara sahip emiilsiyonlara goére kandan daha

yavasg temizlenir, bu nedenle viicutta kalis siireleri daha uzundur (Chauhan et al., 2019).
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Hem y/s hem de s/ y mikroemiilsiyonlar1 parenteral uygulama i¢in kullanilabilir (Ho,
Hsiao, & Sheu, 1996).

2.10.8.3. Intranazal Mikroemiilsiyonlar

Intranazal mikroemiilsiyonlar, invazif olmayan bir sekilde sistemik dolasima ilag
verilmesi i¢in odaklanmis uygulama segeneklerinden biridir. Bir ¢aligmada, noniyonik
stirfaktan bazli mikroemiilsiyonlarin intranazal uygulamasiyla nimodipinin beyine
gecisi arastirildi. Beyin dokularinda ve beyin omurilik sivisinda ii¢ kat daha yiiksek
nimodipin ve egri altindaki alanin (AUC) daha yiiksek oldugu goriildii (Q. Zhang et al.,
2004). Tavsanlar {izerinde yapilan bir ¢alismada, sildenafil sitrat mikroemiilsiyonlarinin
intranazal verilmesi, oral tabletlere kiyasla gorece biyoyararlaniminin (kisa t-max ve
daha yiiksek AUC) daha yiiksek oldugunu gostermistir (Elshafeey, Bendas, &
Mohamed, 2009).

2.10.8.4. Okdler Mikroemdulsiyonlar

llacin diisiik biyoyararlanimina ve atimli salinnmina ragmen okiiler yolla en ok
kullanilan dozaj sekli goz damlalaridir. Bununla birlikte, mikroemulsiyonlar spesifik
yapilar1 nedeniyle goziin dogal savunmasi i¢in umut verici bir dozaj seklidir. Ozellikle
de, mikroemiilsiyon olduklarinda hazirlanmalar1 ve sterilize edilebilmeleri kolaydir,
ayrica stabiliteleri ve ilaglar1 ¢6zme kapasiteleri yiiksektir. Saglikli goniilliiler iizerinde
yapilan 6n c¢alisma ve in vivo sonuglara gore, uzatilmis bir etki ve ilacin
biyoyararlaniminda bir artis goriilmektedir (Chauhan et al., 2019). Okdler
mikroemiilsiyonlarin mekanizmalari, kornea iizerinde ilacin bir rezervuarii olusturan
ve daha sonra drenajlarim1 sinirlayan mikroemiilsiyonlarin i¢ fazini olusturan nano

boyutlu damlaciklarin adsorpsiyonuna dayanmaktadir (Vandamme, 2002).

2.10.8.5. Topikal Mikroemulsiyonlar

Geleneksel topikal ila¢ uygulamasinda amag (topikal antibiyotikler, antibakteriyeller,
yumusaticilar ve giines koruyucu maddeler), derinin bariyer islevini manipiile ederek
veya SC tabakasini molekiiler diizeyde bozarak, sistemik tedaviler kullanilmadan
ilaglarin canli epidermal ve dermal tabakalara ulastirmasimi saglamaktir. Topikal
uygulama ile ilacin hepatik ilk gecis etkisinden ve olas1 toksisite etkilerinden korunma
gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Bir diger avantaji , ilacin derinin veya gozlerin etkilenen

bolgelerine dogrudan verilmesi ve hedeflenebilirligidir. Mikroemulsiyonlar, deriye tek
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basina su veya losyon, krem gibi diger geleneksel tasiyicilardan daha biiyiik miktarlarda
su ve topikal olarak uygulanan ajanlar1 verme kabiliyetine sahiptir (Chauhan et al.,
2019). Cunkd mikroemdilsiyonlar daha iyi ¢oziindirme kapasiteleri sayesinde zayif
¢ozlndr ilaclar icin daha iyi bir rezervuar gorevi gorurler (Derle, Sagar, & Pimpale,
2006). Mikroemiilsiyonlarin yapisindaki amfifilik 6zellige sahip yilizey etkin maddelerin
penetrasyon artirict  etkileri  ve ilacin  tasiyict  igindeki  hareketliligi  de
mikroemiilsiyonlarin dermal veya transdermal uygulanmasinin genel performansina
katkida bulunur (Kreilgaard, 2002). Mikroemiilsiyonlar, topikal olarak uygulandiginda
lipid tabaka yapisinin diizenini degistirerek SC'yi kolayca gegebilir ve bdylece bu yolla
ilacin niifuzunu artirabilir. Diger vezikiiler sistemlere kiyasla mikroemiilsiyonlar
ilaglarin perkiitan emilimini artirmaktadir. Dolayisiyla mikroemiilsiyonlar, antifungal
ajanlar, antiakne ve antiviral ajanlarin deriden uygulanmasinda daha verimli sonuglar
elde etmek mimkindir (Munir et al., 2017). Simdiye kadar ilacin deriye nifuz etmesi
konusunda ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Hem hidrofilik (5-flurourasil, apomorfin
hidroklorir vb.) hem de lipofilik ilaglar (estradiol, finasteride, ketoprofenetc)
mikroemiilsiyon formiilasyonlari ile kombine edilebilir (Sk, Sk, Konda, & Naik, 2020).

2.10.8.6. Mikroemiilsiyonlarin Kozmetik Uygulamalari

[laglarin mikroemiilsiyon sistemler ile verilmesine ek olarak kozmetik alaninda
mikroemiilsiyonlarin potansiyel faydalar1 giderek daha fazla kabul gormektedir.
Mikroemiilsiyonlar, artirilmig {iriin etkinligi, stabilite, goriiniim ve minimum tahris gibi
istiin Ozelliklere sahip kisisel bakim iirlinleri hazirlamak i¢in artik genis ¢apta
aragtirtlmaktadir (Grampurohit et al., 2011). Nemlendirici ve yumusatici maddeler,
giines kremleri, ter Onleyiciler, viicut temizleme maddeleri, sa¢ kremleri ve tiras sonrasi
formiilasyonlar gibi c¢esitli kozmetik {iriinlerin hazirlanmasi i¢in ¢ok uygundurlar
(Grampurohit et al., 2011). Mikroemdilsiyonlar, formilasyondaki organik ¢ozuculerin

miktarini en aza indirmek i¢in parfiimeride de uygundur (A. Azeem et al., 2008).

2.10.9. Mikroemiilsiyonlarin Deriden Gegisi Artirma Mekanizmasi

Bolim 2.6.°da deriden gegisi artiran gesitli  yOntemler anlatilmaktadir.
Mikroemdlsiyonlar geleneksel emdlsiyonlara ve solisyonlara gore aktif maddeleri
deriden daha ¢ok ge¢gmesine olanak saglayan sistemlerdir (H. Chen et al., 2004; Sintov
& Shapiro, 2004). Mikroemiilsiyonlarin deriden penetrasyonu artirict Ozelliklerini

aciklayan bazi mekanizmalar:
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e Yiksek ¢ozunurluk gict nedeniyle formulasyona buyik miktarda aktif madde
yuklenebilir (DelgadoCharro et al., 1997).

e Mikroemulsiyonlardaki aktif maddenin termodinamik aktivitesi, SC’a dagilimi
kolaylastirmak i¢in modifiye edilebildiginden transdermal geciste bir artis
beklenebilir (DelgadoCharro et al., 1997).

e Mikroemdlsiyonlardaki yiizey etkin maddeler SC’un diflizyon bariyerini
azaltabilir (Changez & Varshney, 2000; DelgadoCharro et al., 1997).

e Mikroemiilsiyonlar, yiiklii aktif maddenin i¢ fazdan dis faza ve ardindan deriye
salindig1 aktif maddenin rezervuarlar olarak islev gorebilir (Peltola, Saarinen-
Savolainen, Kiesvaara, Suhonen, & Urtti, 2003).

e Mikroemulsiyon damlaciklari, SC yizeyinde parcalanabilir ve daha sonra
iceriklerini deriye birakabilir (Peltola et al., 2003).

e Yuklenen aktif maddenin nifuz etmesi, mikroemilsiyon SC’a flizyonu
olmaksizin dogrudan damlaciklardan SC'a meydana gelir veya bagka bir deyisle
penetrasyon artirict etkisi, mikroemiilsiyonlarin dis fazinda dagilan nano boyutlu
damlaciklar ile agiklanabilir. Bu damlaciklar SC'dan kolayca geger ve aktif
maddeyi deri bariyerinden gecirir (Peltola et al., 2003; Sintov & Botner, 2006).

e Mikroemiilsiyondaki su igerigi yeterince yiiksekse, aktif maddelerin perkiitan

emilimi, SC’un hidrasyon etkisine bagl olarak artabilir (Peltola et al., 2003).

2.11. Resveratrol

Son yillarda, resveratrol insan saglhigi Tlzerindeki olumlu etkilerinden dolay1
aragtirmacilarin ilgisini ¢cekmistir (Tome-Carneiro et al., 2013). Fransiz popiilasyonunda
doymus yaglarin yliksek oranda tiiketimine ragmen, kardiyovaskiiler hastaliklarin neden
oldugu diistik 6liim oranin yiiksek resveratrol icerigine sahip kirmizi sarap tiikketiminin
baglanmistir. Bu durum 'Fransiz paradoksu' olarak bilinir (Catalgol, Batirel, Taga, &
Ozer, 2012; Renaud & de Lorgeril, 1992). Resveratrol, anti-inflamasyon, anti-
karsinojenez, anti-obezite, antidiyabet (tip 2), anti-aging, kardiyovaskiler koruma ve
noroproteksiyon dahil olmak Uzere cesitli 6zellikleri igin arastirilmistir (Marques,
Markus, & Morris, 2009; Smoliga, Baur, & Hausenblas, 2011; Timmers, Hesselink, &
Schrauwen, 2013; Tome-Carneiro et al., 2013). Resveratrol, ¢ok sayida hastalikla ilgili
kapsamli arastirmalara ek olarak, bakterilere, mantarlara ve virlislere karsi

antimikrobiyal 6zellikleri acisindan da incelenmistir.
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2.11.1. Resveratrol’iin Ozellikleri

2.11.2. Resveratrol’iin Yapisi ve Fizikokimyasal Ozellikleri

Resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben) stilben grubuna ait dogal olarak olusan bir
polifenolik antioksidandir. Stilben grubu, resveratroliin hidroksile bir tiirev oldugu bir
C6 — C2 — C6 karbon iskeletinden (1,2-difeniletilen) olusur (Sekil 2-7) (Niesen, Hessler,
& Seeram, 2013). Resveratrol, yer fistig1 (Arachis hypogea), yaban mersini, kizilcik
(Vaccinium spp.), Japon madimagi (Polygonum cuspidatum) gibi ¢ok sayida bitkide ve
en Onemlisi insan tuketimi i¢in dogal bir kaynak olan (Vitis vinifera) asmalarda
mevcuttur (Aggarwal et al., 2004). Dogal bir fitoaleksin olan resveratrol, mantarlarin ve
ultraviyole (UV) 1smlarinin verdigi hasara yanit olarak bitkiler tarafindan sentezlenir
(Langcake & Pryce, 1976). Resveratrol, hem cis hem de trans izomerde bulunur, trans
izomer, kirmizi sarapta en bol bulunan formdur. Bulunabilirliginin daha kolay ve
stabilitesinin daha yiiksek olmasi nedeniyle en ¢ok arastirma yapilan formdur (Cottart,
Nivet-Antoine, Laguillier-Morizot, & Beaudeux, 2010). Kirmiz1 sarap genellikle beyaz
saraptan daha fazla resveratrol konsantrasyonuna sahiptir (Pervaiz, 2003). Kirmizi sarap
ortalama 1.9 mg / L trans-resveratrol igerir, ancak bu konsantrasyon 14.3 mg / L'ye
ulasabilir (Stervbo, Vang, & Bonnesen, 2007).

OH

HO OH

Sekil 2-7: Resveratrolin kimyasal yapisi

Resveratrole ait fizikokimyasal 6zellikler Tablo 2-4’de gosterilmistir (Pangeni, Sahni,
Ali, Sharma, & Baboota, 2014).
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Tablo 2-4: Resveratrolin fizikokimyasal ézellikleri

Bilesik ad1
CAS No

Kimyasal isim

Kimyasal simif
Molekiiler agirhk

Molekdiler formul

Resveratrol

501-36-0

3,4,5 Trihidroksi-trans-stilben; 3,4 °, S5-stilbene
Gclisu

Stilben

228,25

C14H1203

Antioksidan, kardiyoprotektif, imminomodilator,

Endikasyon antikanser, antihipertansif ve antiinflamatuar
aktivite

Goriiniis Beyaz / kirli beyaz toz, kendine 6zgi koku

Erime noktasi 261 — 267 °C

pKa 81-114

Yari 6miir 8 — 14 dak.

Cozanarlik Etanol igindeki ¢O6ziiniirliigii, su ve DMSO

bilesiklerinden daha yiiksektir

2.11.3. Resveratrol’iin Farmakolojik Ozellikleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), cesitli metabolik ve fizyolojik siireglerin bir sonucu
olarak viicutta siirekli olarak iiretilir, ancak ROS {iretimi ile dogal antioksidan aktivite
arasindaki denge bozuldugunda, oksidatif stres ortaya ¢ikar. Resveratrol, bu oksidatif
stresi engelleyen gii¢lii bir antioksidandir (Agarwal & Prabakaran, 2005). Bu nedenle
antikanser (Cal et al., 2003), antianjiyojenik (Cao, Fu, Wang, Liu, & Han, 2005),
antioksidan (Kim et al., 2002), antitumor (Harikumar et al., 2010) ve kardiyoprotektif
(Hung, Chen, Huang, Lee, & Su, 2000) aktiviteler gibi farkli farmakolojik fonksiyonlar
gosterir. Ayrica noroprotektif (Sahu, Madhyastha, & Rao, 2013), antidiyabetik
(Palsamy & Subramanian, 2008), radyoprotektif (Sebastia et al., 2013), sitogenetik ve
antiviral (Docherty et al., 2005) etkiler gibi baska terapotik etkiler de bildirilmistir.
Resveratrol, kemferol ve naringenin ile karsilastirlldiginda daha gii¢lii antiradikal
aktivite sergiledigi yapilan calismada goriildii. Ayrica hastalik durumunda faydali
etkileri acgiklanan a-tokoferol, katesin, mirisetin ve naringenin'den daha etkili oldugu

bulundu (Khanduja & Bhardwaj, 2003). Toksik olmamas1 Ve viicut tarafindan iyi tolere
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edilebilme ozellikleri ile tercih edilen bir bilesiktir. Hizli absorpsiyonuna ragmen,
intestinal ve hepatik metabolizma, resveratroliin sistemik biyoyararlanimi i¢in hiz
sinirlayict adimdir. Resveratroliin yiiksek lipofilisitesi, suda ¢oziiniirliigiinii diistirerek

ayn1 zamanda, metabolik stabilitesi ile birlikte oral biyoyararlanimini1 bozar (Das, Lin,

Ho, & Ng, 2008).

2.11.4. Resveratrol’iin Topikal Kullanim Amaclari

Resveratrol kimyasal 6zellikleri ve oksidatif stress kontroltiindeki rolu ile cilt kanserleri
dahil olmak Uzere g¢esitli deri hastaliklar ile ilgili ¢ok sayida in vivo ve in vitro
calismalar mevcuttur (Gruber & Holtz, 2010; Nichols & Katiyar, 2010; Packer &
Valacchi, 2002). Genel olarak, polifenollerin oral yolla kullanilmasindan kaynaklanan
tim biyoyararlanim sorunlarini ortadan kaldirmak topikal kullanimi Onerilmistir.
Alonso ve ark. hem "in vitro" hem de "in vivo" resveratroliin topikal uygulamasinda
deriden penetrasyonu incelemisler. Topikal olarak uygulanan resveratrolin deriye
gradyan tarzinda niifuz ettigini ve penetrasyondan sonra resveratroliin antioksidan

etkinligini koruyabildigini gostermisler.

2.11.5. Resveratroliin Topikal Uygulanmasi

Bolum 2.12.3’de anlatildig1 gibi resveratroliin saglik i¢in faydalari, kardiyovaskiiler
sistem, diyabet ve bagisiklik ve sinir sistemi dahil olmak {izere bir¢ok sistem ve / veya
organda gosterilmistir. Resveratroliin deri {izerinde, Keratinosit farklilasmasi ve
antimikrobiyal peptid ekspresyonunun uyarilmasi, keratinosit proliferasyonu ve kutanoz
inflamasyonun inhibisyonu, UV korumasi, antikanser, anti-aging ve melanogenez

inhibisyonu gibi ¢ok sayida etkinligi bulunmaktadir.

2.11.5.1. Keratinosit Cogalmasi ve Farklilasmasi

Epidermisin, epidermal gecirgenlik bariyeri i¢in gerekli bir yap1 olan SC olusumunun
nihai amacina ulagmasi i¢in hem keratinosit cogalmasi hem de farklilasmasi gereklidir.
Cesitli calismalar, resveratroliin farklilagsmay1 uyarirken keratinosit ¢ogalmasini inhibe
ettigini gostermistir. Resveratrol, 2 uM kadar diisiik bir konsantrasyonda, keratinosit
kiltirlerinde DNA sentezini belirgin sekilde inhibe eder (Holian & Walter, 2001).
Keratinosit ¢ogalmasi ve farklilagmasinin aktiviteleri ters bir sekilde koordine edilirken,

terminal farklilagmasi1 gegirgenlik bariyerinin olusumu i¢in ¢ok dnemlidir.
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2.11.5.2. Anti — UV

Ultraviyole B 1sinlar1 (UVB), eritemojenik dozlar altinda, epidermal gecirgenlik bariyer
fonksiyonunda iyilestirme, epidermal lipid sentezinin ve keratinosit farklilasmasinin
uyarma, ve antimikrobiyal savunma dahil epidermal fonksiyonu iyilestirmek gibi
olumlu etkilere sahip iken, UV 1sinlarina asirt maruz kalma cilde zarar vererek giines
yaniklarina, cilt kanserlerine ve foto yaslanmaya neden olabilir (S. P. Hong et al., 2008).
Hem in vivo hem de in vitro calismalar, resveratroliin deriyi UV isinlarindan
korudugunu gostermistir. Baska bir ¢alismada Ultraviyole A 1sinlarma (UVA) maruz
birakilmis keratinositlerdeki hem slperoksit dismutaz (SOD) hem de glutatyon
peroksidaz (GSH-PX) icerikleri resveratrol ile edilerek normalize edildi (M. L. Chen et
al., 2006). UVA 1sinlamasindan 6nce veya sonra keratinositlerin resveratrol ile tedavisi
lipid peroksidasyonunu azaltig1 goriildii. Ancak, sadece resveratrol ile 6n tedavi, SOD
ve glutatyon S-transferaz (GST) protein seviyelerini artirdi (Liu et al., 2011).
Resveratroliin UV 1sinlarina karsi koruyucu etkileri in vivo ¢alismalarda da olarak
gosterilmistir. Afag ve ark. yaptiklar1 bir calismada UVB isinlarina maruziyetten 30
dakika 6nce (180 mJ / cm?) topikal 25 uM resveratrol uygulamasinin, tastyici ile tedavi
edilen kontrol gruplarina kiyasla kulagin deri kalinligin1 ve zimba agirligini sirasiyla %
50 ve 81'in lizerinde azalttigini bildirdi. Ayrica, UVB i1smnlamasindan once topikal
resveratrol ile tedavi edilen fare derisinde kiitan6z enflamatuar infiltrasyon ve ornitin
dekarboksilaz protein seviyeleri 6nemli dl¢iide azald1 (Aziz, Afag, & Ahmad, 2005).
Yine de, UVB ismmlamasindan sonra resveratroliin topikal uygulamasi tiim cilt

kalinligin1 azaltirken, epidermal kalinlig1 azaltmadi (Sirerol et al., 2015).

2.11.5.3. Antioksidan Savunma

Psikolojik stres, sigara dumani, hava kirliligi ve UV 1sinlar1 gibi bir ¢ok faktor, oksidatif
strese neden olabilir. Oksidatif stres, yashligin hizlanmasma, dermatoza,
iltihaplanmaya, kardiyovaskiiler hastaliklara, kanser ve norodejeneratif hastaliklar gibi
¢ok sayida bozukluga yol agabilir (R. K. Gupta et al., 2014; J. Kruk & Duchnik, 2014;
Rajendran et al., 2014). Bundan dolay1, baz1 bozukluklar1 6nlemek ve tedavi etmek icin
antioksidanlar kullanilmistir (Bala, Mondal, Haldar, & Khandelwal, 2017; Gosselin,
Chrapowitzky, & Rideout, 2019; F. Yang, Wolk, Hakansson, Pedersen, & Wirdefeldt,
2017). Glutathione peroxidase (GSH-Px), kinon dehidrojenaz (NQO), GST, SOD ve

GSH dahil Faz II enzimleri, canli organizmalardaki antioksidasyondan sorumludur.
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Soeur ve ekibinin yaptiklari bir ¢aligmada 10 uM resveratroliin, GSH-Px ve NQO1 igin
MRNA ekspresyon seviyelerinde 2 kattan fazla artisa neden oldugunu, daha da
Onemlisi keratinositlerde glutatyon sentezinde 1 katin iizerinde artisa saglamakla birlikte
yeniden yapilandirilmis insan derisinde GSH-Px ve NQO1 i¢in mRNA'nin ekspresyon
seviyelerinde 7 kat artisa neden oldugunu gosterdiler (Soeur, Eilstein, Lereaux, Jones, &
Marrot, 2015). Viicut ile dis gevre arasinda bir arayiiz olan deri, oksidatif stres dahil
cevresel tehlikelere karsi savunmasizdir. Bu da cilt yaslanmasinin hizlanmasina ve
cesitli cilt bozukluklarinin gelismesine yol agar (J. Kruk & Duchnik, 2014; Michniak-
Kohn & Leonardi, 2017). Bu nedenle, derinin antioksidan savunmasinin
giiclendirilmesi, ¢esitli kutandéz dermatozlarin tedavisine yardimci olabilir. Krajka-
Kuzniak ve ekibi bir ¢alismada 4 saat boyunca 16 uM topikal resveratrol ile tedavi
edilen fare derisinin GST aktivitesini kontrollere gore % 63 ve GST igerigini % 22

artirdigini gosterdiler (Krajka-Kuzniak et al., 2014).

2.11.5.4. Antikanser

Oksidatif stres, melanom gibi cilt kanserlerinin ortaya ¢ikmasina neden olan énemli bir
faktordur (Obrador et al., 2019). Resveratrol dahil antioksidanlar cilt kanserlerin
Onlenmesi i¢in kullanilmaktadir (Godic, Poljsak, Adamic, & Dahmane, 2014; Joanna
Kruk & Y Aboul-Enein, 2017). Resveratrolin antimelanom etkileri hem in vivo hem de
in vitro olarak gosterilmistir. Melanom hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢alismalarda,
resveratroliin 7 pg / ml'lik bir konsantrasyonla melanom hiicrelerinin proliferasyonunu

% 50 inhibe ettigi goriilmiistiir (Fuggetta et al., 2004).

2.11.5.5. Anti-Enflamasyon

Enflamatuar dermatozlar, dermatolojide en yaygin klinik problemlerdendir.
Glukokortikoidler ve takrolimus gibi immun modulatorlerin ciddi yan etkileri
nedeniyle, giivenli ve etkili alternatifler olduk¢a ilgi ¢ekmektedir. Caligsmalar,
resveratroliin hem hayvanlarda hem de insanlarda gtivenli oldugunu, ancak hem in vitro
hem de in vivo inflamasyonu etkili bir sekilde engelleyebilecegini gostermistir
(Boocock et al., 2007; Crowell, Korytko, Morrissey, Booth, & Levine, 2004).
Keratinositlerin 50 UM resveratrol ile 3 saat inkibasyonu, IL-6, IL-8, TNF-a ve
makrofaj enflamatuar protein 1 (MIF-1) icin mRNA'nin ekspresyon seviyelerini %
50'nin tizerinde diislirdiigli yapilan caligmada goriildii (Potapovich et al., 2011).

Resveratroliin insanlarda deri iltihabin1 inhibe edebilecegine dair hala ¢ok az kanit
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olmasina veya hi¢ kanit olmamasina ragmen, resveratroliin anti-enflamatuar faydalari,
enflamatuar dermatozlarin murin modellerinde iyi gosterilmistir (Potapovich et al.,
2011). Kang ve ekibinin yaptigi bir c¢alismada, topikal dinitroklorobenzen ile
indiiklenen bir dermatit modelinde, bes hafta boyunca % 2.5 resveratrol veya resveratrol
ile zenginlestirilmis piring Ozitiiniin topikal uygulamalarinin, dermatit skorunu ve
serum IgE seviyelerini 6nemli 6lgiide azalttigi gosterildi (Kang et al., 2019). Yapilan
caligmalar resveratroliin hem topikal hem de sistemik uygulanmasmin kutandz

inflamasyonu hafifletebilecegini gostermektedir.

2.11.5.6. Deri Yaralan

Deri yarasi iyilesmesi, hem fibroblast hemde keratinositlerin ¢ogalmasinin yani sira
kolajen birikimini icerir. Bir dizi g6zlem sonunda, murin modellerindeki tam
kalinliktaki yaranin, resveratroliin hiicre ¢ogalmasini ve kolajeni uyardigi ve deri
yarasinin iyilestirmesini hizlandirildig1 goriildi. Resveratrol iceren yara sargilarinin tam
kalinliktaki deri yaralarina uygulanmasinda kontrol grubundakilere kiyasla yara
alanlarinda belirgin azalmalar saglamistir (Berce et al., 2018). Diyabet hastalarinda yara
iyilesmesinin zor bir tedavidir. Caligmalar resveratrolun topikal veya sistemik
uygulamalarinin diyabet hayvan modelinde deri yarasi iyilesmesini kolaylastircagini
goOstermektedir. Ayrica, yara iyilesmesi i¢in topikal resveratrol merheminin etkinligi,
geleneksel yara iyilestirme {iriinii olan topikal B-sitosterole gore daha Ustiin bulundu
(Wen, Zhang, Yang, Elias, & Man, 2020). Bununla birlikte, diger ¢alismalar, diyabetik
siganlarda tek bir uygulamayi takiben yara iyilesmesinde resveratroliin ¢ok az yarari
oldugunu veya hi¢ yarari olmadigin1 géstermistir (E. H. Gokce et al., 2017). Bu nedenle,
resveratrolin diyabetik modellerde yara iyilesmesindeki potansiyel faydalarinin hala

dogrulanmasi i¢in daha ¢ok ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.11.5.7. Digerleri

Hem insanlarda hem de fare modellerinde yapilan calismalarda, resveratroliin cilt
yaslanmasi, melanojenez ve antimikrobiyal savunma dahil olmak {izere diger kutandz
fonksiyonlar1 da diizenledigi goriilmektedir. insan keratinosit kiiltiirlerinde yapilan bir
calismada, oksidatif stresin neden oldugu bir yaslanma modelinde, resveratroliin
yaslanmanin bir biyobelirteci olan beta-galaktosidaz ekspresyon seviyelerinde % 90
azalma sagladig1 goriildii (Yasuo ldo et al., 2012; Y. Ido et al., 2015). Katelisidin
antimikrobiyal peptidler (CAMP), antibakteriyel, antifungal ve antiviral aktivite
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goOsteren, keratinositler, makrofajlar ve polimorfoniikleer 16kositler tarafindan tiretilen
bir polipeptid grubudur. Yapilan bir ¢alismada keratinositlerin resveratrol ile 24 saat
inkibasyonunun CAMP mRNA ekspresyon seviyesini 4 Kkattan fazla artirdigi
goriilmiistir (K. Park et al., 2013). Resveratroliin, 1.25 mg/ml gibi diisiik inhibit6r
konsantrasyonlarla S. pyogenes, S. aureus, C. glabrata ve C. albicans dahil olmak Utzere
cesitli patojenlere karsi bakterisidal ve bakteriyostatik aktivite sergiledigi yapilan
calismalarda gorulmistir (Vitonyte et al., 2017). Bir calismada, herpes simpleks
enfeksiyonlu fare modelinde, lezyon skorlarini azaltma agisindan % 25 resveratrol
iceren kremin topikal uygulamasinin, % 5 asiklovir igeren merhem ile karsilastirilabilir
bir etkinlige sahip oldugu goriildii (Docherty, Smith, Fu, Stoner, & Booth, 2004). Diger
calismalar, topikal resveratroliin, sodyum dodesil siilfat hasarli insan derisinde
epidermal gecirgenlik bariyer fonksiyonunu ve SC hidrasyonunu iyilestirdigini
gostermistir (Wagemaker, Campos, Shimizu, Kyotani, & Yoshida, 2017). Ayrica, hem
in vitro hem de in vivo g¢aligmalar, resveratroliin transkripsiyon faktori (MITF)
ekspresyonu ile iligkili tirozinaz aktivitesini, sitokin {retimini ve melanositik
mikroftalmi inhibisyonu yoluyla cilt pigmentasyonunu azalttigim1 gostermistir (Na,
Shin, Choi, Kwon, & Park, 2019). Tiim bunlara ragmen, resveratroliin deri fonksiyonu
icin varsayilan tim bu faydalari hala yeterli klinik dogrulama gerekmektedir. Bu
nedenle, resveratroliin klinik ortamlarda yaygin olarak kullanilabilmesi igin 1yi

tasarlanmis klinik arastirmalara hala ihtiya¢ vardir.

2.12. In vitro Sahm ve Deriden Gecis Kinetigi
COzinme veya salim testlerinden elde edilen degerlerin kantitatif analizi,
cozinme/salim sonuglarin1 baz1 dozaj formu 6zelliklerinin bir fonksiyonu olarak ifade

eden matematiksel formiiller kullanildiginda daha kolaydir.

2.12.1. Sifirinc1 Salim Kinetigi

Etkin maddenin dagilmayan ve ilac1 yavasca salmayan bir dozaj formundan ¢dziinmesi,
yani ila¢g salim hizinin konsantrasyonundan bagimsiz oldugu dozaj sekilleri i¢in gecerli
olan salim kinetigidir. Belirli bir zamanda salinan etkin madde miktar1 sabittir,
reaksiyonun hizi reaksiyona giren bilesenlerin konsantrasyonundan bagimsiz olarak

ilerler (2-5).

Ao-A: = kt (2-5)
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Ao: Etkin maddenin dozaj sekil igindeki baslangi¢ miktari (konsatrasyon x hacim)
A:: Etkin maddenin dozaj sekil i¢indeki t anindaki miktar1 (konsatrasyon x hacim)
k: Hiz sabiti (konsantrasyon / zaman)

t: Zaman

Esitlik 2-5’in her iki tarafi Ao’ya boliindiigiinde Esitlik 2-6 elde edilir.

1-(AdAo) = ki/ Ao

Veya 1-AdAo=kot (2-6)

1-AdAo: t aninda ¢oziinen etkin madde fraksiyonu

Ko: Sifirinct derece ¢oziinme hiz sabiti

Zamana kars1 ¢0ziinen etkin madde fraksiyonu grafigi dogrusal olacaktir. Bu iliski, bazi
transdermal sistemler, diisiik ¢Oziiniir ilaglara sahip matris tabletler (Varelas, Dixon, &
Steiner, 1995), kapli formlar ve ozmotik sistemler gibi gesitli tipte modifiye edilmis
salim dozaj formlarinin ilag ¢6ziinmesini belirlemek i¢in kullanilabilir. Bu profile gore
salim yapan dozaj formlari, birim zamanda aynm1 miktarda ilaci salar ve uzun siireli

farmakolojik etki elde etmek igin ideal ilag salimi yontemidir (Kalam et al., 2007).

2.12.2. Birinci Derece Sahim Kinetigi

Birinci derece kinetik ilk olarak 1967'de Gibaldi ve Feldman (Gibaldi & Feldman,
1967) tarafindan ve daha sonra 1969'da Wagner (Wagner, 1969) tarafindan ilag
¢Oziinme ¢alismalar1 i¢in uygulandi. Birinci derece kinetikte ila¢ salim hizi

konsantrasyona baglidir; ondalik logaritmada su sekilde gosterilebilir (2-7):

Log At = LogAp + k;t/2.303 (2-7)

At t zaman i¢inde salinan ila¢ miktari

Ao: Etkin maddenin ¢ozeltideki baslangi¢c miktar

k1: Birinci derece kinetik ¢oziinme hiz sabiti

Burada, salinan ilacin zamana kars1 ondalik logaritmasinin grafigi dogrusal olacaktir.
Gozenekli bir matris i¢inde suda ¢oziiniir etkin madde i¢eren dozaj sekileri (Mulye &
Turco, 1995) bu profili izler, birim zaman azalmasiyla salinan ila¢ miktari ile orantili

olarak ilaci serbest birakir.
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2.12.3. Higuchi Salim Kinetigi

Higuchi 1961'de (Higuchi, 1961) ve 1963'te (Higuchi, 1963) yar1 kat1 ve Kkati
matrislerde bulunan suda ¢Oziiniir ve diisiik ¢Oziiniirliige sahip ilaglarin salinimini
incelemek i¢in modeller gelistirdi.

Homojen bir matrise sahip bir planya sistemden ¢6ziinmeyi incelemek igin elde edilen
esitlik (2-8);

A =[D (2C-C;) Cst]*? (2-8)

A: Birim alandan salinan ila¢ miktari

C: Etkin maddenin baslangi¢ konsantrasyonu

Cs : Matris ortamdaki ilacin ¢oziiniirligi

D: Etkin maddenin difiizyon katsayisi

Matristeki ila¢ konsantrasyonunun ¢oziiniirliigiinden daha diisiikk oldugu ve salinimin
matristeki gdzenekler yoluyla gergeklestigi kiiresel bir heterojen matris sistemi

incelendiginde, elde edilen esitlik (2-9);

A =Deg/t 2C-£C;) Cit (2-9)

€: Matris porozitesi

T: Kilcal sistemin kivrimlilik faktori

Genel olarak Higuchi modeli asagidaki gibi basitlestirilebilir (2-10) (genellikle

basitlestirilmis Higuchi modeli olarak bilinir)

A= Ky 12 (2-10)

Kh: Higuchi hiz salim sabiti

Higuchi ila¢g salimini Fick kanuna dayanan difiizyon islemine gore agiklar. Bazi
transdermal sistemler ve suda ¢oziinen etkin madde iceren matris tabletlerde (Desai,
Singh, Simonelli, & Higuchi, 1966) oldugu gibi modifiye edilmis salim dozaj

formlarindan ilag¢ ¢ézlinmesi, yukaridaki esitlige gore gergeklesmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler
Resveratrol (Biota labartuvarlari, istanbul)

Tween 80 (Polietilen glikol sorbitan monooleat) (Sigma-Aldrich)
Tween 20 (Polietilen glikol sorbitan monolaurat) (Sigma-Aldrich)
Zeytin yagi (Sigma-Aldrich)

Asetik asit (Sigma-Aldrich)

Metanol (Sigma-Aldrich)

Etanol (Sigma-Aldrich)

3.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

3.1.2.1. Kullanilan Aletler
Damlacik Biiyiikliigii Olciim Aleti (Malvern Zetasizer-Nano ZS)

Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (Shimadzu, Model LC 20AT)
Kolon (Insertil, ACE C18 (4,6x250 mm, 5um)

Franz Difuzyon Sistemi (PermeGear, V3A Stirrer, 4G-01-00-15-12-VDOC)
pH Metre (HANNA Edge H12020)

Konduktometre (Eutech Instruments, PC 2700)

Viskozimetre (Brookfield DV3T)

Polarize 151k mikroskobu (Olympus CX31-P)

Distile Su Aleti (PureLab UV/UF lonpure)

Nutche Erleni siizme sistemi (Sartorius D-3400)

Manyetik karistirict (Wise Stir®)

Hassas Terazi (AND GR-200)

Ultrasonik banyo (WiseClean®)
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Santrifuj (Hettich, D-7200, Type 2041)
Calkalamali su banyosu(Wisebath)
TEM (Jeol Jem 1010)
Iklimlendirme kabini (Niive)
3.1.2.2. Kullanilan Malzemeler
Zetasizer Kuveti (disposible)
HPLC Vialleri
Cam Malzeme (Beher, Erlen, Meziir, Cam sise, Pipet, Balon joje, vs.)
Eppendorf (1,5- 2 mL)
Domuz kulag1 derisi
0,45um Membran Filtre (Sartorius Stedium Biotech)
0,45 um Siringa ucu filtreler (Sartarius Minisart RC 25
Parafilme
3.1.2.3. Kullanilan Bilgisayar Programlari
Microsoft Office Word 2016
Microsoft Office Excel 2016
Microsoft Power Point 2016
Chemix School 4.00
Mind The GRAPH

Bio RENDER

3.2. YOntem
3.2.1. Resveratoliin Kantitatif Analiz Yonteminin Gelistirilmesi

3.2.1.1. Analiz Yonteminin Gelistirilme Asamalar

Kolon Se¢imi
Resveratrol etkin maddesinin HPLC ile analizlerinin yapildigi makaleler incelendiginde

en c¢ok kullanilan kolonun ters faz C18, Sum, 250 mm x 4.6 mm kolonu oldugu tespit
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edildi (Alonso et al., 2017; Evren H Gokce et al., 2012; C.-F. Hung, Y.-K. Lin, Z.-R.
Huang, & J.-Y. Fang, 2008; Mamadou et al., 2017; Pandita, Kumar, Poonia, & Lather,
2014; S. N. Park, Jo, & Jeon, 2014; Mariarenata Sessa et al., 2014; Singh, Pai, & Pandit,
2012; Sun, Zhao, Ni, & Xia, 2014).

Dedektor ve Dalgaboyu Se¢cimi

Laboratuvar ortaminda mevcut olan HPLC sisteminde PDA dedektor bulunmaktadir.
PDA dedektor birden fazla dalga boyuyla aynmi anda calisma imkani saglamaktadir.
Dalga boyu olarak, litaretiir taramast sonucunda bulunan makaledeki 310 nm ile

calisildi (Mariarenata Sessa et al., 2014).

Mobil Faz Se¢imi

Calismada ¢oziicii ve seyreltme c¢ozeltisi olarak bir¢cok ¢o6ziicli ve bunlarin cesitli
oranlardaki karisimlart arastirildi. Bunlar arasinda metanol, asetonitril, ultra saf su,
asetik asit ve ¢esitli tamponlar bulunmaktadir.

HPLC kullanilarak RES miktar tayini yapilan makaledeki kayitli yonteme gore,
Metanol (MeOH):Asetik Asit (AcOH) :Ultra Saf Su (45:5:50 h/h/h) igeren A ¢ozeltisi
ve AcOH:MeOH (1,2:98,8, h/h) iceren B ¢ozeltisi mobil faz ¢ozeltisi olarak kullanildi
(Mariarenata Sessa et al., 2014). Bu HPLC yonteminde gradient programi kullanildi.

Gradient programa ait kosul Tablo 3-1 verilmektedir.

Tablo 3-1: Gradient programa ait kosullar

Hacim (%) Mobil faz Sire (dak.)
% 0-10 B Cozeltisi 10

% 10-100 B Cozeltisi 2,5

%100 B Cozeltisi 2,5

%100 - %100 B Cozeltisi — A Cozeltisi 2,5

%100 A Cozeltisi 5

Sonu¢ olarak, bu HPLC yontemi tez ¢alismamiza uyarlanarak mikroemiilsiyon
formiilasyonlarindaki etkin madde miktari, in vitro salim ve permeasyon calismalarinda
orneklerdeki etkin maddenin tayini i¢in kullanildi. Uygulanan yoOnteme ait

kromatografik kosullar Tablo 3-2’te verilmektedir
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Tablo 3-2: Miktar tayini yontemine ait kromatografik kosullar

Kolon Inertsil, C1s, 5 um, 250 x 4,6 mm
Dedektor PDA

Dalga boyu 310 nm

Sicakhik Oda sicaklig1

Akis mz1 0,8 mL/dak

Enjeksiyon hacmi 10 uL

A ¢0ziicisu: Metanol : Asetik Asit : Ultra Saf
Su (45:5:50, h/h/h)

Mobil faz o
B ¢Ozucusu: Asetik asit : Metanol (1,2 : 98,8
h/h)

Analiz stresi 12,5 dak.

Mobil faz hazirlama: Gradient programi ile uygulanacak olan mobil fazlardan A
¢ozeltisini hazirlamak i¢in 450 mL MeOH ve 500 mL ultra saf su karisimi tizerine 50
mL AcOH ilave edilerek 1000 mL’lik balon jojede karistirildi. Mobil fazlardan bir
digeri olan B c¢ozeltisi i¢in 12 mL asetik asit 1000 mL’lik balon jojede MeOH ile
hacmine tamamlandi. A ve B ¢ozeltileri ayr1 olacak sekilde 15 dakika manyetik
karistirict (WiseStir® - SMHS-6) izerinde homojen olmalar1 igin karistirildi. Mobil
fazlar hidrofilik 6zellikteki filtrelerden siiziildii ve HPLC cihazina verilmeden 6nce 20
dak. sure ile ultrasonik banyoda degaze edildi.

Seyreltme Cozeltisi: Metanol seyreltme ¢ozeltisi olarak kullanildi.

Stok Cozelti: 5 mg resveratrol tartilarak 50 mL’lik balon jojeye aktarildi. Metanol ile
hacmine tamamlandi. Ultrasonik banyoda 10 dak karistirildi. Elde edilen ¢ozelti 0,1
mg/mL resveratrol ihtiva etmektedir.

Calisma ¢ozeltisi: Stok ¢ozeltiden 1,25 mL alinarak 25 mL’lik balon jojeye aktarildi.
Coziict ile 25 mL hacme tamamlama yapildi. Hazirlanan bu ¢ozelti 0,005 mg/mL
resveratrol ihtiva etmektedir. Bu ¢o6zelti validasyonda %100’liikk c¢ozelti olarak

degerlendirildi.
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3.2.2. Resveratrolin Kantitatif Analiz Yénteminin Validasyonu
Bir analiz yonteminin performans 6zelliklerini istenilen analitik uygulamada, belirlenen
gerekli kosullarda sagladigini gostermek i¢in uygulanan islemlerin tiimii analitik

yontem validasyonu olarak tanimlanir (USP XXIII/NF).

3.2.2.1. Dogrusallik (linearity)

Belirlenen aralikta elde edilen sonuglarin numunedeki konsantrasyonlar ile orantili olma
yetenegi bu analitik yontemin dogrusalligini ifade eder. En az 5 konsantrasyon
dogrusalligin kurulmasi i¢in kullanilmahdir ("ICH Validation of Analytical Procedures:
Text and Methodology ", 2005). Regresyon dogrusu elde edilen sonuglara gore ¢izilir ve
regresyon dogrusunun egimi ve determinasyon katsayis1 (R?) hesaplanir.

Stok cozeltiden seyreltilerek 8 farkli derisimde Ornekler hazirlandi. Konsantrasyon
aralig1 0,1-50 pg/mL olarak belirlendi. Bu degerler ¢alisma ¢ozeltisinin % 2-1000
konsantrasyon araligina denk gelmektedir. %100’lilk potens degerine resveratrol igin
Tablo 3-3’da verilen konsantrasyonlar segildi.

Tablo 3-3: Miktar tayini analizinde calisma ¢Ozeltisine gore resveratrol (RES) ytzdelerine
karsilik gelen konsantrasyonlar

RES (pg/mL)

%?2 0,1

%10 0,5

%20 1

%40 2

%100 5

%200 10

%600 30

%1000 50

Determinasyon katsayist ve dogrunun egimi, bu konsantrasyonlara kars1 elde edilen
absorbans degerlerinin ortalamalarina gore ¢izilen dogrunun regresyon analizi yapilarak

hesaplandi. R?degerinin 0,999’dan daha diisiik olmamas: l¢iit kabul edildi.

3.2.2.2. Dogruluk ve Geri Kazamim (accuracy)
Bir analitik yontem kullanilarak elde edilen sonuclarin gercek degere yakinligi analitik

yontemin dogrulugu olarak ifade edilir. Konsantrasyonu bilinen numunelerin analiz
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edilmesiyle elde edilen sonuglardan geri kazanim ylizdesi ile dogruluk belirlenebilir
("ICH Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology ", 2005). Dogruluk
Olclitli hesaplamak icin etkin maddelerin bilinen diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonda
(%10, %100 ve %600) cozeltileri hazirland1 ve gelistirilen kromatografik yontem
kullanilarak c¢alisma 3 er defa yapildi ve geri kazanim yiizdesi tayin edildi. Geri
kazanim yiizdelerinin %98-102 arasinda olmasi ve %VK’nin %2’den kii¢iikk olmasi

Olcut olarak kabul edildi.

3.2.2.3. Kesinlik (Precision)

Bir analitik yontemde numunenin tekrar edilen dl¢iimlerin birbirine yakinligi, yontemin
kesinligini ifade eder (ERTAS & KAYALI 2005; Shabir, 2003). Sayisal bir degeri
yoktur, standartma sapma (SS), standart hata (SH), veya ylzde varyasyon katsayisi
(%VK) lle ifade edilir. Istatiksel agidan yeterli degerlenmenin yapilacag: sayida, ayni
konsantrasyonda ornek, art arda Olgllerek aritmetik ortalama (X), SH ve %VK
hesaplanmas: ile degerlendirilir. U¢ asamadan olusur. Bunlar: Tekrarlanabilirlik, Tekrar
elde edilebilirlik ve Ara kesinliktir ("ICH Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology ", 2005).

Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

Bir diger ifade ile deney i¢i kesinlik olarak bilinir. Bir 6rnegin ayni sahis tarafindan ayni
sartlarda kisa zaman araliklariyla yapilan 6l¢timlerinin yakinligi ile ifade edilir. Calisma
¢ozeltisi  Orneginin (0,5 mg/mL) 10 kez art arda Ol¢limiiniin yapilmasiyla

tekrarlanabilirlik 6l¢iitii incelendi. % VK’nin %?2’den kii¢iik olmasi 6l¢iit kabul edildi.

Ara Kesinlik (Intermediate Precision)

Bir diger ifade ile laboratuvar i¢i kesinlik olarak bilinir. Farkli giinler, farkli kisi ve
farkli ekipmani kapsayan varyasyonlar ile tanimlanir. Yontemin ara kesinligini 6l¢gmek
icin 3 farkli giinde diisiik ve yiiksek derisimde hazirlanan numuneler (0,5 pg/mL ve 30
pg/mL) analiz edilerek sonuclar degerlendirildi. %VK’nin %2’den kiiciik olmasi
hedeflendi.

Tekrar Elde Edilebilirlik (reproducibility)
Bir diger ifade ile laboratuvarlar arasi kesinlik olarak bilinir. Uygulanan yontem ile
farkl1 laboratuvarlarda yakin sonuclarin elde edilebilirliginin gostergesidir. Bu

parametre tez ¢calismasinda incelenmemistir.
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3.2.2.4. Sistem Uygunluk Parametreleri

%100 konsantrasyondaki ¢alisma ¢ozeltisi, sistem uygunlugunu incelemek igin sisteme
6 defa art arda enjekte edildi. Ortaya c¢ikan piklerin alani, alikonma zamani,
kuyruklanma faktorii, plaka sayist ve resoliisyon degeri incelendi. Hedef
spesifikasyonlar1 olarak, pik alanlarinin varyasyon katsayisin (%VK) degeri 2’den
kiiciik, kuyruklanma faktoriiniin 1,5’ten kiigiik, teorik plaka sayisinin 3000°den biiytlik

ve resoliisyon degerinin 3’ten biiyiik olmasi 6lgiit olarak belirlendi.

3.2.2.5. Segicilik (Specificity)

Analiz edilecek maddeleri ortamdaki diger maddelerin varliginda dogru olarak ayirt
edebilme yetenegi segicilik olarak tanimlanir. Yontemin seciciligini tayin etmek
amaciyla ¢oziicli veya mobil faz ¢ozeltilerinden ileri gelebilecek herhangi bir girisimin
olup olmadigi incelendi. Bunun i¢in RES igermeyen mikroemdilsiyon formilasyonu 10
pL hacimde kolona enjekte edildi. Ortamdaki bilesenlerden kaynakli pik olusup

olugmadig1 gozlemlendi.

3.2.2.6. Dayamkhhik (Stability)

Stok ¢ozelti hazirlamak i¢in 10 mg resveratrol tartilarak balon jojede 100 mL’ye
metanol ile tamamlandi. Bu stok ¢6zeltiden metanol ile seyreltme yapilarak 30 pg/mL
konsantrasyonda ornek hazirlandi. Hazirlanan 6rnek 72 saat boyunca oda sicakliginda
bekletildi. Baslangigta ve 24 saat araliklarla alinan 6rnekler analiz edildi. Analiz sresi

boyunca etkin maddelerin ¢6zelti igerisindeki dayanikliligi arastirildi.

3.2.3. Cozunarlik Calismasi

Resveratroliin  mikroemiilsiyon ve makroemiilsiyon formiilasyonu bilesiminde
kullanilacak yag ve YEM igerisindeki ¢Oziiniirliigii arastirildi.  Bunun igin,
mikroemilsiyon ve emilsiyon formiilasyonlarinda yiizey etkin madde olarak
kullanilacak Tween 80 ve yag fazi olarak kullanilacak zeytinyagidan 10’ar ml alinarak
izerlerine asir1 miktarda resveratrol ilave edildi. Karisimlar ortam kosullar1 sicaklifinda
(25+£2°C’de) galkalamal1 su banyosu icerisinde 72 saat boyunca 300 rpm’de ¢alkalandi.
Siire sonunda her karisim 15 dak. 6000 rpm’de santrifiij edilerek ¢oziinmeden kalan
resveratroliin ¢okmesi saglandi. Uste kalan ¢dziintiiden 1 ml alinarak metanol ile 100

ml’ye seyreltmeler yapildi. Bu islem her bir 6rnek i¢in 3’er defa yapildi. 0,45um siringa
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ucu filtreler ile siiziildiikten sonra HPLC cihazinda miktar tayini 3 kez tekrarli olarak

yapild.

3.2.4. On Formiilasyon Calismalari
Mikroemilsiyon ve makroemilsiyon formilasyonlar1 gelistirilirken Sekil 3.4’de
goriildiigii gibi zeytinyagi, tween 80 ve distile su sirasiyla yag fazi, YEM ve su fazi

olarak kullanildu.

Tablo 3-4: Formiilasyonda kullanilacak bilesenler

Yagh faz Sulu Faz YEM

Zeytinyagi Distile su Tween 80

On formiilasyon calismalarinda mikroemiilsyon ve makroemiilsiyonun alanin tespit
edilmesi igin noktasal ¢aligma yontemi kullanildi. Bu maddelerin farkli oranlardaki
karigimlari ile 6n formiilasyon ¢alismalari yapildi. Bu ¢alisma igin dncellikle cam bir
beher belirli orandaki yag fazinin {izerine belli oranda siirfaktan damla damla seklinde
ilave edildi. Cam beherdeki karisim agzi bir parafilm yardimiyla kapatildi. Yag faz1 ve
YEM karisimini homojen hale getirmek i¢in karisim manyetik karigtirici ile bir stre
karigtirildi. Homojen goriintii elde edilene kadar karisima devam edildi. Daha sonra bu
karigim {izerine belirli orandaki distile su fazi damla damla ilave edildi. Elde edilen

formiilasyonlar berraklik ve bulanik durumuna goére degerlendirildi.

3.2.5. Mikroemdlsiyon Formiilasyonlari
Resveratrol igermeyen mikroemiilsiyon formiilasyonlarini gelistirmek i¢in Sekil 3-1

gosterildigi gibi bir calisma plani yapildi.
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Noktasal ¢aligma igin oranlarin
belirlenmesi

Ucgen Faz diyagramlarin gizilmesi

Mikroemidilsyon olusturan alanin
belirlenmesi

Mikroemiuilsiyon olusturan alan
icinden formilasyonlarin secilmesi

Formiilasyonlardan yapilan
kontroller

En uygun formiilasyonun
belirlenmesi

Sekil 3-1: Formulasyon gelistirme asamasinda kullanilan ¢alisma plani

3.2.5.1. Mikroemiilsiyonlarin Hazirlanmasi

Formiilasyon gelistirme ¢aligmalar1 kapsaminda formiilasyonlar hazirlanirken Sekil 3-
2’de gosterildigi gibi yag fazini olusturan zeytinyagi ve yiizey etkin madde olarak
kullanilan Tween 80 hassas terazide tartildiktan sonra 600 rpm’de manyetik karistiricida
40°C sicaklikta homojen bir goriintii elde edilene kadar karistirildi. Ayni sicakliga
getirilen su fazini olusturan distile su bu karigimin {izerine damla damla ilave edildi.
Sulu faz damla damla ilave edilirken manyetik karistirict hiz1 1250 rpm kadar kademli

olarak cikartildi.
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Yag YEM

Sekil 3-2: Manyetik karistiricida mikroemiilsiyon hazirlama

3.2.5.2. Mikroemiilsyonlarim Olusumu ile Ilgili Gorsel Degerlendirme

Yag fazi1 ve su fazi karisimindan sonra meydana gelen karisim gozlemsel olarak
degerlendirildi. Meydana gelen karigimlardan, seffaf / yar1 saydam ve kolay akabilen
stvi - olanlar mikroemiilsiyon, siit goriinimiinde veya bulanik sivi  olanlar
makroemilsiyon, 90°’lik ag1 ile egildiklerinden icinden bulunduklar1 kabdan serbest

akmayanlar ise jel olarak tanimlandi.

3.2.5.3. Ucgen Faz Diyagramlarin Cizilmesi

Uggen faz diyagramlari ii¢ bilesenli (YEM ve YYEM tek kabul edilir) farmasétik dozaj
sekillerinin gelistirilmesi asamasinda kullanilan yontemlerdir. Uggen faz diyagramlari,
ticgenin herbir kosesine {li¢ farkli bilesenin yerlestirildigi ve bu koselerde bulunan

bilesenin agirlikga %100 oranda oldugu diyagramlardir (Sekil 3-3).
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Uggen Faz diyagrami

Siirfaktan

Su fazi 7 v 7 7 v v v v Yag fazi
10 20 30 40 50 60 70 80 90

Yag faz:

Sekil 3-3: Ucgen faz diyagram

Yag fazi bir bilesen, YEM veya YEM/YYEM bir bilesen ve su faz1 bir bilesen olarak
kabul edilmektedir. Bu 1ii¢ bilesenin toplami 100 olarak kabul edilmektedir.
Bilesenlerden birinin miktar1 artarken diger bilesenlerin miktar1 azalmaktadir.
Mikroemilsiyon formiilasyonlar1 gelistirilirken, mikroemiilsiyonlarin olustugu alanin
belirlenmesi i¢in iicgen faz diyagramindan faydalanildi (Cheng et al., 2007). Uggen faz
diyagrami yag fazi, YEM ve su fazinin mikroemiilsyonun olustugu alandaki ylzde (%)
degerlerini belirlemek i¢in kullanildi. Seffaf, berrak goriintiisii olan formiilasyonlarin
olustugu alan mikroemiilsiyon alani olarak belirlendi. Elde edilen veriler dogrultusunda
hangi oranlarda yag faz1 ve YEM karigimi yapilacagina karar verildi. Yag fazi, YEM ve

su faz1 tabloda verilen degerler oraninda karigtirildi.

Tablo 3-5: On formiilasyon calismalarinda denenen yag faz, siirfaktan ve su fazi oranlar

Sayi Yag fazi Surfaktan Su fazi
1. 5 80 15
2. 10 80 10
3. 15 80 5
4, 5 70 25
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10
15
20
25

10

. 15

20

. 25

. 35

15
20
25

. 30

. 40

45

10

20

25
30

. 35
. 40
. 45

50

. 10
. 15

20

. 25
. 30
. 35

70
70
70
70
60
60
60
60
60
60
60
50
50
50
50
50
50
50
50
50
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
30
30
30
30
30
30
30

20
15
10

35
30
25
20
15
10

45
40
35
30
25
20
15
10

55
50
45
40
35
30
25
20
15
10
65
60
55
50
45
40
35
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42,
43,
44,
45,
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.

40
45
50
55
60
65

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75

10

30
30
30
30
30
30
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
15
15

30
25
20
15
10

70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

80
75
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79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.

15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80

10
15
20
25
30
35

100. 40
101. 45
102. 50
103.55
104. 60
105. 65
106. 70
107.75
108. 80
109. 85

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

Mikroemiilsiyonlarin olustugu alani tiggen faz diyagraminda belirlemek i¢in noktasal

calisma yontemi kullanildi. Tabloda verilen degerler dogrultusunda oncelikle yag fazi

ve YEM belli oranlarda karistirildi. Karistmi homojen halde getirmek icin manyetik

karistiricida belli bir siire karisima devam edildi. Su fazi1 damla damla olacak sekilde

cok yavas bir sekilde eklendi. Yag fazi, su faz1 ve YEM igeren karisim homojen hale
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gelmesi i¢in manyetik karistirict izerinde bir siire karistirmaya birakildi Seffaf, berrak
ve faz ayrimi olmayan 6rnekler mikroemiilsiyon olarak degerlendirildi. Mikroemiilsyon
olusturan degerler kullanilarak her bir kdsesinde YEM, su ve yag bilesenleri olan tiggen

faz diyagramlan ¢izildi (Sekil 3-4).

Noktasal Alan Calismasi

Tween 80

70
e & o @
80 [ ] e o e & » = 9 [ ] e o e o [ ]
® @& & @& @ £ 0 & 5 ¢ 5 ¢ 0 0 0
90 [ ] [ ] o e o [ ] [ ] e o [ ] e o e o [ ] L ]
® @& @ & @ @ & ¢ & & © o ¢ ° 0 ¢
e o a e o e o [ ] e o [ ] e o e o [ ] e o
Distile Su vi v - - ve vi - - - Zeytinyagi
10 20 30 40 50 6 70 80 90

Zeytinyagi

Sekil 3-4: I"Jg:gen faz diyagramlarinda noktasal alan calismasi

3.2.6. Mikroemdulsiyon Formiilasyonlarinin Segimi
Uggen faz diyagramindan yararlanarak hazirlanan formiilasyonlar arasindan etkin
madde yiklenecek olanlar, 6n stabilite testleri, damlacik boyutlari, polidispersite

indeksleri ve fiziksel goriintimleri degerlendirilerek secildi.

3.2.7. Segilen Mikroemdlsiyonlara Resveratroliin Y tiklenmesi

Damlacik boyutu ve polidispersite indeksi verilerine gore secilen formiilasyonlara
resveratroliin eklenmesi, resveratroliin zeytinyagi ve Tween 80 karisiminda ¢oziilmesi
ile gerceklestirildi. Onceden hesaplanan su miktar1 damla damla yag, yiizey aktif madde
ve ¢Oziinmiis resveratrol karigimina eklendi. Bdylece, resveratrol iceren optimize
edilmis bilesim ME formiile edildi (ME-RES). Kardiyovaskiiler hastalik, antioksidan,

anti-inflamatuar, kolorektal kanser hiicrelerine karsi anti-timor aktivitesi igin yetiskin
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bireylerin resveratrol dozu 20-50 mg civarindadir (Langcake & Pryce, 1976; Walle,
Hsieh, DelLegge, Oatis, & Walle, 2004). Bu nedenle, ME'deki resveratroliin hedef
icerigi %0.05 (a/a) olarak ayarlandi. Formiilasyon, herhangi bir bulaniklik, faz ayrilmasi
veya jellesme belirtisi olup olmadigimi incelemek i¢in 72 saat boyunca ortam

sicakliginda tutuldu.

3.2.8. Secilen Mikroemiilsiyon Formiilasyonlar Uzerinde Cahsmalar
Secilen formilasyonlarin  6n stabiliteleri, fiziksel gorlintisii, damlacik boyutu,

polidispersite indeksi (PDI), degerlendirildi.

3.2.8.1. Fiziksel Goriiniis
Mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 oda sicakliginda, homojenite, renk, seffalik ve genel

fiziksel goriintii bakiminda degerlendirildi.

3.2.8.2. Optik izotropinin Degerlendirilmesi

Olympus CX31-P polarize 151k mikroskobu kullanilarak mikroemiilsiyonlarin optik
izotropisi degerlendirildi. Formiilasyonlar bir damlalik yardimiyla lam iizerine {izerine
damlatilip aradada hava kalmamasi i¢in lamel 45° lik agiyla tutulup yavas yavas lamin
tizerine birakildi Isik mikroskobun objektifi 10x ayarlanip (30 W) goriintii
degerlendirildi.

3.2.8.3. Stabilitenin Degerlendirilmesi

Hizlandirilmis Stabilite Testleri

Santrifiij Testi

Mikroemilsiyonlar, Hettich Zentrifigen D-7200 santriflij cihazi kullanilarak 15000
rpm’de 15 dak. santrifiij edilerek fiziksel stabilite degerlendirildi. Gorsel olarak faz
ayriminin gergeklesip gerceklesmedigi degerlendirildi.

Termodinamik Dayaniklik Testi

Dayanikli olan mikroemiilsiyonlar sicaklik degisimi testine tabi tutuldu. Sicaklik
degisiminin mikroemiilsiyonlar {izerindeki etkisini incelemek tlizere formiilasyonlar 12
saat -20°C’de takiben 12 saat oda sicakliginda bekletildi. Bu islem arka arkaya 2 defa
tekrarland1 (Figueiredo, Neves, Silva, Freitas, & Carvalho, 2016). Formulasyonlar

homojenite, faz ayrimi ve bulaniklik bakimindan incelendi.
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Termal Stres Testi

Termal stres testi hizlandirilmig stabilite ¢aligmalarinin  diger bir asamasidir.
Mikromemiilsiyonlardan seffaf olanlar termal stres testine tabi tutuldu. Santrifiyj testi ve
termodinamik testi gecen formilasyonlar oncelikle 40°C'lik WiseBathe su banyosuna
birakildi. Daha sonra her yarim saatte bir sicaklik 5°C arttirilarak maksimum
80°C'ye kadar 1s1t1ild1 (Figueiredo et al., 2016). Cokme, faz ayrimi, ¢eperde birikme gibi

stabilite sorunlar1 gostermeyen formiilasyonlarla diger ¢aligmalara devam edildi.

3.2.8.4. Damlacik Biiyiikliigii ve Polidispersite Indeksinin Degerlendirilmesi
Dinamik 151k sagilimi esasina dayanan Malvern Zetasizer Nano-ZS cihazi kullanilarak
mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutu 6lgiildii. Olgiimler igin tek kullanimlik dl¢iim
kiivetleri kullanildi. Bu yontemde Malvern Zetasizer Nano-ZS cihazi, damlaciklar
tarafindan yayilan 15181n acisal dagiliminmi 6lgme esasina gore Olclimleri yapmaktadir.
Mikroemiilsyonlarin 1 mL' sinin iizerine 100 mL bidistile su eklenerek 1:100 oraninda
olacak sekilde ornekler seyrelti (Tang, Xiang, Li, Zhou, & Kuang, 2019). Olgiim
sicakligr 25°C olarak ayarlandi. Resveratrol yiiklii olmayan ve resveratrol yiiklii olan
mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutlar: tespit edildi. Her bir formiilasyon i¢in yaklasik
10 tarama olmak tizere Olclimler her formiilasyon i¢in 3 kez tekrarlandi, sonuglarin
aritmetik ortalamasi alinarak SD degerleri hesaplandi.

Mikroemiilsiyonlarin polidispersite indeksi dinamik 151k sagilimi esasina dayanan
Malvern Zetasizer Nano-ZS cihaz1 kullanilarak ve damlacik boyutu olgimii ile
eszamanli olarak 6l¢iildii. Bos ve resveratrol yiiklii mikroemdiilsiyonlarin polidispersite
indeksleri belirlendi. Olgiimler her formiilasyon igin 3 kez tekrarlandi, sonuglarmn

aritmetik ortalamasi alinarak SD degerleri hesaplandi.

3.2.8.5. Reolojik Ozelligin Incelenmesi

Brookfield DV3T Reometre kullanilarak formiilasyonlarin viskoziteleri dlgiilerek akis
ozellikleri tespit edilmeye ¢alisildi. Santrifiij testinden gecen ve damlacik boyutu kabul
edilebilen aralikta olan formiilasyonlar i¢in Ol¢iim yapildi. Formiilasyondan 0,5 mL
alinarak plak iizerine bir plastik damlalikla damlatildi. Olgiimler CP 40 plag ile 25 +
2°C’de ortam kosullarinda gergeklestirildi. Formiilasyonlarin viskoziteleri 70 rpm, 75
rpm, 80 rpm, 85 rpm, 90 rpm, 95 rpm, 100 rpm, 105 rpm, 110 rpm ve 115 rpm’de
olculda.
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3.2.8.6. pH’1n incelenmesi

HANNA Edge HI2020 series pH metre kullanilarak se¢ilen mikroemiilsiyonlarin pH
Olctimleri yapildi. pH tespit ¢calismasina baslamadan once kalibrasyon islemi i¢in pH 4,
7 ve 10 kullanilarak kalibrasyon islemi yapildi. pH metre probu, bos ve resveratrol
yiiklii formiilasyonlarin bulundugu beherlere koyuldu ve pH degeri sabitlenene kadar
beklendi. pH &lgiimleri 3 kez tekrarlandi. Olgiimlerin aritmetik ortalamasi almarak SD

degerleri hesaplandi.

3.2.8.7. Tletkenligin Incelenmesi

Formiilasyonlarin iletkenlik degerlerini 6lgmek igin Eutech Instruments PC2700 serisi
kullanilarak mikrosiemens (uS) olarak olgiildii. Resveratrol icermeyen ve resveratrol
iceren formiilasyonlar igin iletkenlik degerleri tespit edildi. Elektrot probu
formiilasyonlarin  bulundugu beherlere uygun olarak yerlestirildi ve degerin
sabitlenmesi i¢in beklendi. iletkenlik dl¢iimleri 3 kez tekrarlandi. Olgiimlerin aritmetik

ortalamasi alinarak SD degerleri hesaplandi.

3.2.8.8. Mikroemiilsiyonlarin TEM Goruntuleri

Formiilasyon Orneginden bir damla alinarak 200 mesh’lik bakir 1zgaralarin iizerine
damlatildi. Filtre kagidindaki agir1 sivinin ugmasi igin 5 dakika boyunca beklemeye
birakildi. Uranil asetat boya kullanildikran sonra 10 dakika boyunca bekletildi.

Formilasyondaki damlaciklar elektron mikroskobunda incelendi.

3.2.9. Makroemulsiyon Formiilasyonlar:
Resveratrol igermeyen makroemiilsiyon formiilasyonlarin gelistirmek igin Sekil 3-1’de

gosterilen ¢alisma plan1 makro emiilisyon formiilasyonlari i¢in uyarland.

3.2.9.1. Makroemiilsiyonlarin Hazirlanmasi

Makroemiilsiyon formiilasyonlar hazirlanirken yag fazini olusturan zeytinyagi ve yiizey
etkin madde olarak kullanilan Tween 80’nin yaris1 hassas terazide tartildiktan sonra 600
rpm’de oda sicakliginda manyetik karistiricitda homojen bir goriintii elde edilene kadar
karistirildi. Ayni islem su fazini olusturan distile su ve geriye kalan YEM igin yapildu.
Karisim hizi ve sicaklik sabit tutularak su fazi yag fazi tizerine damla damla ilave edildi.
Beher igerisindeki karisim agzi kapatilarak 2 saat boyunca karistirildi. Hazirlanan

formiilasyonlar 48 saat boyunca ortam kosullarinda dengeye gelmesi igin bekletildi.
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3.2.9.2. Makroemiilsiyonlarin Olusumu ile Tlgili Gérsel Degerlendirme
Yag fazi ve su fazi karisimindan sonra ortaya c¢ikan sistemler, siit goriiniimiinde veya
bulanik sivilar olarak goriiniiyorlarsa emiilsiyon olarak tanimlandi. Karisimlar 90°’lik

ac1 ile egildiklerinden i¢inden bulunduklar1 kaptan akmiyorsa jel olarak tanimlandi.

3.2.9.3. Ucgen Faz Diyagramlarin Cizilmesi
Boliim 3.2.5.3’te anlatildig1 sekilde licgen faz diyagramlari ¢izildi. Formiilasyonlara
hazirlandiktan sonra siit goriiniimiinde veya bulanik sivi goriinlimiindeki yapilarin

meydana geldigi alan makroemiilsiyon alani olarak belirlendi.

3.2.10. Makroemiilsiyonlarin Secimi

Bolim 3.2.5.3’te anlatildigi sekilde yapilan iiggen faz diyagramindan yararlanarak
hazirlanan formiilasyonlar arasindan etkin madde yiiklenecek olanlar, 6n stabilite
testleri, damlacik boyutlari, polidispersite indeksleri ve fiziksel goriinimleri

degerlendirilerek secildi.

3.2.11. Secilen Makroemuilsiyonlara Resveratrol Yuklenmesi
Makroemdilsiyonlara resveratrol yiklenmesi Boliim 3.2.7.”de anlatildig: sekilde yapilda.

3.2.12. Secilen Makroemtilsiyonlar Uzerinde Calismalar

3.2.12.1. Fiziksel Goriiniis
Makroemiilsiyon formiilasyonlar1 oda sicakliginda, homojenite, renk, genel fiziksel

goriintli bakiminda degerlendirildi.

3.2.12.2. Stabilitenin Degerlendirilmesi

Hizlandirilmis Stabilite Testleri

Santrifiij Testi

Makroemdlsiyonlar, Hettich Zentrifigen D-7200 santriflj cihazi kullanilarak 15000
rpm’de 5 dak. santrifiij edilerek fiziksel stabilite degerlendirildi. Gorsel olarak faz
ayriminin gerceklesip ger¢eklesmedigi degerlendirildi.

Termodinamik Dayaniklik Testi
Dayanikli olan makroemiilsyonlar sicaklik degisimi testine tabi tutuldu. Sicaklik

degisiminin makroemiilsyonlar iizerindeki etkisini incelemek iizere formiilasyonlar 1
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saat 4°C’de takiben 1 saat 40°C sicaklikta bekletildi. Bu islem arka arkaya 2 defa

tekrarlandi. Formiilasyonlar homojenite ve faz ayrimi1 bakimindan incelendi.

Termal Stres Testi

Santrifiij testi ve termodinamik testi gecen formulasyonlar o6ncelikle 40°C'lik
WiseBath® su banyosuna birakildi. Daha sonra her yarim saatte bir sicaklik 5°C
arttirilarak maksimum 80°C'ye kadar 1sitildi Cokme, faz ayrimi, ¢eperde birikme gibi

stabilite sorunlar1 géstermeyen formiilasyonlarla diger ¢alismalara devam edildi.

3.2.12.3. Damlacik Biiyiikliigii ve Polidispersite indeksi
Bolim 3.2.8.4.’te anlatildigr sekilde makro emiilsiyonlarin damlacik boyutlar1 ve

polidispersite indekslerine bakildi.

3.2.12.4. Reolojik Ozelliklerin Incelenmesi

Brookfield DV3T Reometre kullanilarak formiilasyonlarin viskoziteleri dlgiilerek akis
ozellikleri tespit edilmeye caligildi. Santrifiij testinden gecen ve damlacik boyutu kabul
edilebilen aralikta olan formiilasyonlar i¢in Ol¢iim yapildi. Formiilasyondan 0,5 mL
almarak plak iizerine bir plastik damlalikla damlatildi. Olgiimler CP 40 plag ile 25 +
2°C’de ortam kosullarinda gerceklestirildi. Formiilasyonlarin viskoziteleri 1 rpm, 3 rpm,

5 rpm, 7 rpm, 9 rpm, 11 rpm, 14 rpm, 16 rpm, 18 rpm ve 20 rpm’de 6l¢iildii

3.2.12.5. pH’in Degerlerin Incelenmesi
Makroemiilsyonlarin pH’in incelenmesinde Bolim 3.2.8.6.°da anlatildig1 sekilde

yapild.

3.2.12.6. Tletkenlik Degerlerin Incelenmesi
Makroemiilsyonlarin iletkenliklerin incelenmesinde Boliim 3.2.8.7.°de anlatildig

sekilde yapildi.

3.2.13. Resveratrol’iin In vitro Sahm

Formiilasyonlarinin deriden gegisini degerlendirmek igin in vitro salim c¢aligmalari
yapildi. Salim c¢alismalarinda kullanilmak {izere segilen resveratrol yukli
formiilasyonlar sentetik membrandan gecis (permeasyon) g¢alismasi difiizyon hiicresi

kullanilarak yapildi.
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3.2.13.1. Difuzyon Aygiti

Salim caligmalarinda inert camdan yapilmis, donor ve reseptdr kompartmandan olusan
bir diflizyon hicresi kullanildi. 15 mm seffaf gértiniimlii, diiz tabanli, ceketli, manyetik
karistiricili, reseptdr kompartman hacmi 12 mL, difiizyon alam 1,77 cm? ve yandan
yukartya dogru ¢ikan drnek alma kolu olan ti¢lii difiizyon hiicresi kullanildi (Sekil 3-5).
Diflizyon hicreleri dénme hizi 500 rpm olan PermeGear Franz Difiizyon Sistemine
yerlestirilerek kullanildi. 0.45 um por aciklig1 olan bir seliiloz asetat membrani agz1 agik
olan reseptor fazin iizerine yerlestirildi. Cam malzemeden yapilmis dondr kompartmani
da membran {izerine yerlestirilerek reseptor-membran-dondr sistemi olusturuldu.
Reseptér kompartmanda olan difiizyon ortami da siirekli manyetik olarak karistirildi.
PermeGear Franz Difuzyon Sistemi sirkilasyonlu su banyosu ile entegre edilerek, su
banyosu sicakligi 32 °C’ye sabitlendi.

Mumune

—————— Donér kompartman

"_I

Omek alma yeri —"—
———— Reseptdr kompartman
Manyetik tl:

kangtirica

+

Sekil 3-5: In vitro ve ex vivo ¢alismalarda kullanilan Franz Difiizyon Hiicresi

3.2.13.2. Difizyon Ortamin Hazirlanmasi

RES hidrofobik bir madde oldugu i¢in, salim deneylerinde kullanilacak difiizyon ortami
belirlemeden 6nce RES ile yapilan salim g¢alismalari incelendi. Bu in vitro salim
calismasi i¢in reseptor ortami olarak 5 g/l Tween 20® igeren Etanol su ¢ozeltisi (1:1)
kullanild1 (Scalia, Trotta, lannuccelli, & Bianchi, 2015; Sharkawy, Casimiro, Barreiro,
& Rodrigues, 2020).

———=— Seliloz asetat membran
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3.2.13.3. In Vitro Salim Calismalarin Yapilmasi

Her bir diflizyon hiicresinin reseptér kompartmanin siirekli karigmasmi saglayan
manyetik balik yerlestirildi. Reseptor ortami igin 3.2.13.2. béliimiinde anlatilan ¢ozelti
hazirlandi. Cozelti reseptor kompartmanina koyulmadan once 30 dak. boyunca
ultrasonik su banyosunda degaze edildi. Reseptor ortami degaze edilen ¢ozelti ile
dolduruldu. Seliiloz asetat memran reseptdr kompartmani lizerine yerlestirilmeden 6nce
reseptor ortam ¢ozeltisi ile bir miiddet doyuruldu. Membranlar reseptér kompartmani
tizerine yerlestirilirken hava kalmayacak ve gergin olacak sekilde oturtulmalidir. Dondr
kompartman membran {izerinde sabit olacak sekilde siki bir sekilde yerlestirilmelidir.
Diflizyon alanindan tasan membran kisimlar1 ince uglu bir makas ile kesildi. RES ¢abuk
oksidasyona ugradigi i¢in dondr kompartmanin etrafi 151k almayacak sekilde aliiminyum
folyo ile kapatildi. Oksidasyon tetikleyici tehditlerden korunmak amaciyla
pencerelerdeki perdeler kapatilarak laboratuvar ortami 1s1ksiz hale getirildi.

Kontrol ¢ozeltisi (standart ¢ozelti) olarak RES iceren hidroalkolik ¢ozelti (%20 etanol,
h/h) kullanildi. Her bir donér kompartmani mikropipet yardimiyla ayni miktarda RES
(%0,05) iceren 300 pl mikroemilsyion, makro emdlsiyon ve standart cozeltisi ile
dolduruldu. Difiizyon hiicresi olasi buharlasmalari minumum seviyeye indirmek igin
parafilm ile kapatildi. Herbir formiilasyon i¢in 3 hiicre ile ¢alisildi. 1, 2, 3, 4, 5 ve 6
“mnc1 saatlerde 1 mL 6rnek alindi ve yerine ayn1 miktarlarda reseptor faz ilave edildi.
Reseptor ortamindan cekilen drnekler seyreltilmeden 0,45 pm por agikligina sahip
Sartarius Minisart RC 25 filtrelerden stiziildiikten sonra HPLC cihazinda analiz edildi.
Ortamdaki derisimi doygunlugun cok altinda oldugu yani ‘sink kosul’ saglandigi
icin; Co>> Ci;

Fick’in birinci yasasina gore (3-1 ve 3-2);
J)=kpxcCi (3-1)
KD
k)=— (32
(Kp ; permeabilite katsayisidir, birimi cm/h)
Bu esitlikte C uygulanan formiilasyondaki ila¢ miktarini, J kiimiilatif ilag miktarini

veren egrinin lineer iken egimini, kp permeasyon katsayisini ifade eder (Hadgraft &

Guy, 2002).
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3.2.14. Resveratrol Iceren Cozelti, Makroemiilsiyon ve Mikroemiilsiyonlarin Ex
Vivo Domuz Derisinden Gegisi

Ex vivo deriden gecis calismalart i¢in domuz kulagi kullanildi. Domuz kulaklari
kullanilincaya kadar dondurucuda muhafaza edildi. Kullanilmadan bir giin 6nce cerrahi
bisturi ile deri kulaktan dikkatli bir calisma ile ayrildi. Derinin yag katmanlar1 SC
tabakasina zarar verilmeden pens ve cerrahi makas ile temizlendi.

Ex vivo caligmada kullanilacak deri deneylerin gerceklestirilecegi giin derin
dondurucudan alinarak bir miiddet oda sicakliginda ¢oziinmeye birakildi, daha sonra
doygunluga ulagsmasi i¢in deri kesitleri 30 dakika siiresince reseptor faz iginde
bekletildi. Hiicrelerinin hacmi 12 mL, difiizyon alan1 1,77 cm? ve donme hiz1 500 rpm
olan PermeGear Franz Diflizyon Sistemi kullanilarak (Sekil 3-5) ex vivo gecis ¢alismasi
gerceklestirildi. Reseptdr ortami olarak 3.2.13.2 bdliimiinde olan ¢ozelti kullanildi. SC
kismi iistte kalacak sekilde domuz kulagi derileri Franz Diflizyon hiicrelerine
yerlestirildi. Hava kabarciklarin hiicreler {izerinde olusmamasi igin ¢aba sarf edildi.
Hiicrelerin etrafinda kalan deri parcalari kesildi. Su banyosu 32 °C’de sabitlendi. Dondr
faz olarak %0,05 resveratrol iceren mikroemulsiyon, makro emulsiyon ve referans
cozelti formiilasyonlarindan mikropipet yardimiyla 300 pl uygulandi ve fizerleri
parafilm ile kapatildi. Her bir formiilasyon i¢in 3’er hiicre ile ¢calisildi. 1, 2, 3, 6, 8 ve 24
lincli saat sonunda reseptor fazdan bir defa 1000 pl O6rnek alindi ve yerine ayni
miktarlarda reseptér faz ilave edildi. Reseptor ortamindan c¢ekilen Ornekler
seyreltilmeden 0,45 pm por acikligina sahip Sartarius Minisart RC 25 filtrelerden

stizuldiukten sonra HPLC cihazinda analiz edildi.

3.2.15. Kat1 Mikroigne ile Islem Gormiis Deriden Etkin Madde Gegcisi

Domuz derisinde mikro kanallar olusturmak i¢in kat1 mikroigne dermoroller kullanildi.
Dermoroller silindiri 2 mm yiikseklige ve 0,2 mm g¢apinda paslanmaz g¢elik
mikroignelere sahiptir. Rulonun cevresel yoniinde 20, sira basma 9 igne vardi
Mikroigne dermoroller mikro kanallarin sayisini arttirmak igin her deri numunesine
uygulandi. Deri 6rnekleri temiz yatay zemin Uzerine SC tabakasi iistte kalacak sekilde
koyuldu. Fazla agir bir baski uygulanmadan mikroigne ile derilerin iizerinden silindirik
hareketler ti¢ kez yapildi. Mikroigne ile islem gormiis deriler franz difiizyon hiicresine
monte edildi. Donor faz olarak %0,05 resveratrol iceren mikroemulsiyon, makro
emiilsiyon ve referans c¢ozelti formiilasyonlarindan mikropipet yardimiyla 300 pl

uygulandi ve dondr fazdaki maddenin buharlasmasini engellemek igin tzerleri parafilm
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ile kapatildi. Her bir formiilasyon icin 3’er hiicre ile ¢alisildi. 1, 2, 3, 6, 8 ve 24 ’lincii
saat sonunda reseptor fazdan bir defa 1000 ul 6rnek alindi ve yerine ayni miktarlarda
reseptor faz ilave edildi. Reseptor ortamindan ¢ekilen drnekler seyreltilmeden 0,45 pm
por acikligina sahip Sartarius Minisart RC 25 filtrelerden siiziildiikten sonra HPLC
cihazinda analiz edildi. Eksize edilmis tam kalinlikta domuz derisine niifuz eden her bir

ilacin kiimiilatif miktari, zamanin bir fonksiyonu olarak grafige dokiildi.

3.2.16. Stabilite Calismalar:

In vitro ve ex Vvivo calismalarinda kullanilan ME9 mikroemdilsiyon ve E21 emiilsiyon
formilasyonlar: fiziksel kararlilik testlerine tabi tutularak, cam tlpler igerisine alinarak
agz1 sikica kapali olacak sekilde beklemeye birakildi. Bu amagla, hazirlanan
formulasyonlar 25 + 2°C ve 40 + 2°C sicaklik ve %60 = 5 ve %70 = 5 bagil nem
kosullarinda 6 ay boyunca iklimleme kabinlerinde tutuldu. 6 ay sonunda
formiilasyonlarin fiziksel goriiniimleri, pH, iletkenlik, damlacik boyutlar1 ve zeta

potansiyelleri ve etkin madde tayinleri degenlendirildi.

3.2.17. istatiksel Degerlendirme

3.2.17.1. Aritmetik Ortalama (X )
Bu tez c¢alismasinda elde edilen verilerin aritmetik ortalamalarini hesaplamak ig¢in

Esitlik 3-3 kullanildi.

Li=1%i

n

X =

(3-3)

3.2.17.2. Standart Sapma (SD)
Bu tez c¢alismasinda elde edilen verilerin aritmetik ortalamalarini hesaplamak i¢in

Esitlik 3-4 kullanildi.

SD _ +\IE{XL _E}:
o n—1

(3-4)

n: Ornek say1s1 (8rnek sayis1 30°dan kiigiik oldugunda n-1 olarak kullanild1)
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Xi : Ornek numarasi

% : Ornek ortalamasi

3.2.17.3. Bagil Standart Sapma
Bu tez calismasinda elde edilen verilerin aritmetik ortalamalarint hesaplamak igin
Esitlik 3-5 kullanildz.

SD
24 RSD = —
X

100

(3-5)

3.2.17.4. Tek Yonlu Varyans Analizi (One-Way ANOVA)

Bu tez c¢alismasinda ikiden fazla bagimsiz grubun ortalamalari arasinda (bu tezde
formiilasyon gruplar1) veya i¢inde farkliliginin olup olmadigini test etmek icin
kullanilan ANOVA degerlendirme testinden yararlanildi. Ortalamalar, biitiin gruplar
genelinin meydana getirdigi dagilim o6zelligi g¢ercevesinde Once bir biitiin olarak
degerlendirilir. Gruplar arasinda fark yoksa islemler sonlandirilir. Gruplar arasinda
arasinda anlamli bir fark bulunursa, gruplar arasinda karsilagtirmalar i¢in uygun c¢oklu
karsilagtirma yontemleri kullanilir.

Herbir formilasyon grubu igin in vitro salim, ex vivo deriden gegis ¢aligmalarinda elde
edilen sonuglar dikkate alinarak, tiim formiilasyon gruplarin birbiri ile mukayese edildi.
Degerlendirmeler sonucunda; istatistiksel olarak anlamli fark bulunan gruplarda p <
0.05 ifadesi kullanildi. Anlamli fark bulunmayan gruplarda ise p > 0.05 ifadesi
kullanildi.
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4. BULGULAR

Bu arastirma sonucunda elde edilen bulgular {i¢ temel boliime ayrildi. Birinci bélimde

resveratroliin analitik yontemine ait bulgular verildi. ikinci bolimde formiilasyon

gelistirmeye ait calismalarin sonuglar1 verildi. Ugiincii bdliimde Resveratrol igeren

mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin in vitro ve ex vivo salim ¢aligmalarina ait sonuglar

verildi.

4.1. Etkin Maddenin Miktar Tayini ve Validasyonu

4.1.1. Resveratrolun Miktar Tayini

Bolim 3.2.1’de belirtilen kromatografik kosullar kullanilarak gelistirilen resveratrol

HPLC analiz yontemine ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4-1’de verilmistir.

Bu yontem ile gozlenen piklere ait kromatogram ise Sekil 4-2’de verildi. Alikonma

zamani Resveratrol i¢in 9,2 dak. olarak kaydedildi.

4500000
4000000
3500000
= 3000000
= 2500000
é 2000000
% 1500000
A~ 1000000
500000

0

-500000

A

y =85613x- 13833
R?=0,9999

20 30 40 50 60

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4-1: Kalibrasyon dogrusu ve denklemi (n=3)
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1310nm4nm (1.00)/smth

2.0
1.5
1.0

0.5

0~ —

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

Sekil 4-2: RES analiz kromotogrami

4.1.2. Resveratrol Analiz Yonteminin Validasyonuna Ait Bulgular

4.1.2.1. Dogrusallik (Linearity) ve Aralik (Range)

Dogrusallik i¢in Bolim 3.2.2°de anlatildig:

Kalibrasyon dogrulart maddelerin konsantrasyonlarina kars1 pik alanlar1 temel alinarak

sekilde islemler

gergeklestirildi.

cizildi. Resveratrol igin determinasyon katsayis1t (R?) 0,9999 olarak hesaplandi.

Kalibrasyon dogrusu Sekil 4-1’de gosterildi.

4.1.2.2. Dogruluk

Dogruluk o6l¢iitii hesaplanirken ¢alisma konsantrasyonunun %10, %100 ve %600’sine

denk gelen ¢ozeltiler hazirlanarak, optimize edilen yontem ile analiz edildigindeki geri

kazanim ytizdeleri saptandi. Etkin maddenin geri kazanim yiizdesi %98 - 102 arasinda

bulundu. Elde edilen sonuglar Tablo 4-1’de verildi.

Tablo 4-1: RES i¢in dogruluk sonuglar:

RES
No 0.5 ug/ml % geri elde 5 g/l % geri elde 30 ug/mi % geri elde
etme etme etme

1 0,494 98,8000 4,940 98,8000 29,660 98,8667

2 0,496 99,2000 5,100 102 29,610 98,7000

3 0,490 98,0000 4,982 99,6400 29,730 99,1000
Ort. 0,4933 98,6667 5,055 100,1467 29,6667 98,8889

SS 0,0031 0,6110 0,0830 1,6591  0,0603 0,2009
%VK 0,6193 0,6193 1,6575 1,6566  0,2032 0,2032

T
12.0min
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4.1.2.3. Kesinlik
Uygulanan HPLC yontemin kesinligini degerlendirmek icin tekrarlanabilirlik ve ara

kesinlik parametreleri incelendi.

Tekrarlanabilirlik
Tekrarlanabilirlik 6l¢iitii hesaplamak i¢in %100 konsantrasyondaki ¢alisma ¢ozeltisi 10
kez art arda enjeksiyon edildi. Analiz sonuglarina gére % VK degerleri 1’den kiguk

bulundu. Sonugclar Tablo 4-2’de verilmektedir:

Tablo 4-2: RES’in tekrarlanabilirlik sonuclar:

No RES 5 pg/ml
1 4,755
2 4,749
3 4,753
4 4,765
5 4773
6 4,767
7 4,788
8 4,788
9 4,801

10 4,806

Ort 4,775

SS 0,02028

VK% 0,4247

Ara Kesinlik (Intermediate Precision)
HPLC yontemin ara kesinligini tespit etmek icin ¢ farkli giinde c¢alisma
konsantrasyonun %10 ve %600’iine denk gelen ¢ozeltiler analiz edildi. Sonuglar Tablo

4-3’te verilmektedir:



84

Tablo 4-3: RES icin ara kesinlik sonuclari

RES
Konsantrasyon 0,5 pug/ml 30 pg/ml
0,494 29,660
1. Gin 0,496 29,610
0,490 29,730
0,488 29,298
2. Giln 0,486 28,933
0,487 29,227
0,489 28,574
3. Gin 0,479 28,773
0,467 28,420
Ort 0,482666667 28,87083333
ss 0,008685876 0,35046336
%VK 1,799559975 1,213901088

4.1.2.4. Sistem Uygunlugu (System Suitability)
%100 konsantrasyondaki ¢alisma ¢ozeltisi HPLC sisteminde 6 kez art arda enjeksiyon
edildi. Islem sonunda gozlenen piklerin alani, alikonma zamani, kuyruklanma faktorii,

plaka sayis1 ve resoliisyon degeri Tablo 4-4°de verildi.

Tablo 4-4: Analiz yontemine ait sistem uygunluk parametreleri

RES
tR A T N Rs

1 9,295 386696,000 1,208 5493,960 9,736

2 9,285 386996,000 1,205 5449,008 9,598

3 9,216 386894,000 1,205 5502,707 9,568

4 9,174 388020,000 1,202 5456,854 9,676

5 9,254 388185,000 1,202 5463,324 9,671

6 9,124 386738,000 1,209 5435,830 9,689
Ort 9,224666667 387254,8333  1,205166667 5466,947167 9,656333333
SS 0,066668333  667,4274243  0,002926887 26,12871967 0,062002151

%VK 0,722718075 0,172348378 0,242861584 0,477939861 0,642087927

(tR: ahkonma zamani; A: pik alani; T: kuyruklanma faktorii; N: plaka sayisi; Rs: resoliisyon)
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Analiz sonuglarina pik alanlarinin %VK degeri 2’den kiiciik, kuyruklanma faktorii
1,5’ten kiiciik, teorik plaka sayisinin 3000°den biiyiik ve resoliisyon degeri 3’ten biiyiik

oldugu ve spesifikasyonlarin karsilandig1 goriilmektedir.

4.1.2.5. Secicilik (Specificity)

HPLC sistemine seyreltme ¢ozeltisi olan metanol ve mobil fazi olusturan metanol ve
asetik asit enjekte edildiginde resveratrol pikinin elde edildigi siirede herhangi pik
gozlenmedi Sekil 4-3’de %100 konsantrasyondaki c¢alisma ¢6zeltisinin analizine ait
kromatogram gorulmektedir. Sekil 4-4 ve 4-5’de ise mobil faz1 olusturan ¢oziiciilere ait

pikler gorulmektedir.

mAU(x10)
1310nm4nm (1.00)/smth
2.0
1.5 I
] ||
|
10 [
|
0.0 - — 4 — / — e
L o B B B B B e B By By By B
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0min

Sekil 4-3: Optimize edilen yontemde gozlenen resveratrol piki

mAU
310nm4nm (1.00)/smth
7.5+
5.0+
2.5+ ““
] |
|
I
oo4—— — ——— AN —_— ]
(
7‘ T ) ] [ [ | ) [ | ) [ ] [ |
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0min

Sekil 4-4: Metanol enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram
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mAU
4310nm4nm (1.00)/smth

7.5+

5.0 I
2.5+ ‘\

O

Sekil 4-5: Asetik asit enjeksiyonu ile ile elde edilen kromatogram

4.1.2.6. Dayanikhilik (Stability)

Dayaniklik 6l¢iimii i¢in etkin madde igeren c¢ozeltiler oda sicakliginda 72 saat boyunca
bekletilerek 24 saatte bir alinan Ornekler incelendi. Analiz siiresi boyunca etkin
maddelerin ¢o6zelti igerisindeki dayanikli oldugu go6zlendi. Sonuglar Tablo 4-5’te

verilmektedir:

Tablo 4-5: RES c¢ozeltisinin oda sicakligindaki dayanikliik sonuglar:

Baslangic 24.saat 48.saat  72.saat

ORT SS VK (%)
(ng/ml)  (ug/ml) (ug/ml)  (ug/ml)
29,66 29,298 28574 28,77 29,0755 0,4953 1,7035
ug/mi
0,5
0,494 0,488 0,489 0,479 0,4875 0,0066 1,281
ug/ml

4.2. Cozunurluk Cahismasi

Resveratroliin Zeytinyag1 ve Tween 80 igerisindeki ¢oziiniirliiglinii tespit etmek icin
boliim 3.2.3’te anlatildig: sekilde ¢oziintirlikk ¢alismasi yapildi. Tablo 4-6’te elde edilen

¢Oziintirliik verileri verilmistir.

Tablo 4-6: Resveratroliin yag faz1 ve YEM igerisindeki ¢oziiniirliigii (n=3)

Faz turd Yardimci madde Coziiniirlik (mg/ml)

Yag fazi Zeytinyagl 30,45 + 0,03
YEM Tween 80 0,15 + 0,0004
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4.3. On Formiilasyon Cahsmalar

Yag, ylizey etkin madde ve su fazinin farkli oranlardaki karigimlari ile 6n formiilasyon
caligmalar1 yapildi. Su fazi oraninin yiiksek oldugu formiilasyonlar ile denemeler
yapilarak su i¢inde yag mikroemiilsiyonlari ve makroemiilsiyonlar1 gelistirildi. Su fazi
oraninin yiiksek oldugu formiilasyonlar damlacik boyutu ve polidispersite indeksi
acisindan degerlendirildi.

Bu doktora tez calismasinda laboratuvarda mevcut olan zeytinyagr ve Tween 80

sirastyla yag fazi1 ve YEM olarak kullanildi.

4.4. Formiilasyonlarmmin  Hazirlanmas1 ve Ucgen Faz Diyagramlarimn
Olusturulmasi

Boliim 3.2.5.3’de anlatildig1 gibi tiggen faz diyagrami ile mikroemiilsiyon olusan alanlar
belirlendi. Uggen faz diyagramu iizerinde seffaf goriiniime sahip mikromiilsiyonlarin

olustugu alan ¢ok dar bir bolgede ile siirlidir (Sekil 4-6).

Distile su Zeytinyag1

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Zeytinyadi

Sekil 4-6: Mikroemiilsiyon olusum alani

Ucgen faz diyagramu iizerinde yag faz1 ve su fazinin diisiik oranda, YEM oranin yiiksek
oldugu bolgede yar1 saydam, seffaf formiilasyonlar meydana geldi.

Uggen faz diyagraminda su oraninin yiiksek oldugu ve YEM diisiik oldugu sol
bolgelerinde y / s makro emiilsiyonu meydana geldigi goriildii (Sekil 4-7).
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Tween 80

Distile su Zeytinyagl
10 20 30 40 50 60 70 80 90

Zeytinyagi

Sekil 4-7: y/s makro emiilsiyon alam

Uggen faz diyagrammnin sag tarafi yag fazi oranmin yiiksek olmasindan kaynakli s/y

makro emiilsiyonlarin olustugu goriildii (Sekil 4-8).

Tween 80

Zeytinyagi

Distile su

10 20 30 40 50 6 70 80 90
Zeytinyagi

Sekil 4-8: s/'y makro emiilsiyon alanlari

Ucgen faz diyagraminin orta taraflarinda jel yapisinda emiilsiyonlarin olustugu

gorulmektedir (Sekil 4-9).
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Tween 80

Distile su Zeytinyagi

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Zeytinyagi

Sekil 4-9: Jel olusum alam

\ LS

Sekil 4-10: Mikroemiilsiyon, makro emiilsiyon ve jel formiilasyonlar: olarak
degerlendirilen formiilasyonlarin goriintiileri

4.5. Mikroemulsiyon Formulasyonunun Secimi

Elde edilen iiggen faz diyagraminin egri icerisinde kalan mikroemiilsiyon alanindan
(Sekil 4-6), 18 adet formulasyon secilerek (Tablo 4-7) Boliim 3.2.5°te anlatildig: sekilde
formiilasyonlar hazirland1 ve 72 saat oda sicakliginda bekletilip fiziksel goriintiilerine

gore degendirildi.
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Tablo 4-7: Mikroemiilsiyon olusum alanindan secilen formiilasyon oranlari ve gorsel

degerlendirmeleri
Kod Tween 80 (g) Zeytinyagi (g) Distile su (g) Fiziksel durumu
ME1 16 4 80 Yari saydam
ME2 18 2 80 Yari saydam
ME3 20 2 78 Yari saydam
ME4 20 1,4 78,6 Seffaf
MES5 20 1,3 78,7 Seffaf
ME6 23 1,8 75,2 Seffaf
ME7 20 1,6 78,4 Seffaf
ME8 20,4 1,6 77,9 Seffaf
ME9 20,8 1,6 77,6 Seffaf
ME10 21 1,2 77,8 Seffaf
ME11 22,6 1,8 75,6 Seffaf
ME12 24 2 74 Akis iyi degil
ME13 24,2 2,8 73 Akis iyi degil
ME14 28 2 70 Akis iyi degil
ME15 32 2 66 Akis iyi degil
ME16 34 2 64 Akis yok
ME17 36 2 62 Akis yok
ME18 40 2 58 Akis yok

4.6. Secilen Mikroemiilsiyon Formiilasyonu Uzerinde Yapilan Calismalar

4.6.1. Fiziksel Goriiniis Bulgular:

Fiziksel goriintiilerine gore seffaf 6zelliklere sahip olan ME4, MES, ME6, ME7, MES,
ME9, ME10 ve MEIl kod numarali formiilasyonlar (Sekil 4-11), santrif(j,

termodinamik ve thermal stres gibi testlere tabi tutularak dayanikliklart incelendi.
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MR

Sekil 4-11: Gorsel degerlendirme sonucu 6n stabilite testleri icin secilen formiilasyonlar

4.6.2. Optik izotropinin Degerlendirilmesi
Bolum 3.2.8.2°de anlatildig: sekilde yapilan optik izotropi ¢alismalarinda polarize 151k
mikroskobu goriintiilerine gére formiilasyonlarin karanlik goriiniimde oldugu yani optik

acidan izotropik oldugu gorildii.

4.6.3. Stabilitenin Degerlendirilmesi

4.6.3.1. Santrifuj Testi Bulgular:
Bolim 3.2.12.2 anlatildig1 sekilde segilen formiilasyonlara santrifiij testi yapildi.
Santrifiij testi sonucunda yapilan degerlendirme neticesinde formiilasyonlarda faz

ayriminin goriilmedigi tespit edildi.

4.6.3.2. Termodinamik Test Degerlendirilmesi
Termodinamik dayaniklar1 igin test edilen formilasyonlardan ME7 ve M11 kod
numarali formiilasyonlarin fiziksel goriiniislerinin bozuldugu ve hafif bir bulanmanin

goriildiigi tespit edildi.

4.6.3.3. Termal Stres Testi
Bolim 3.2.12.2’te anlatildig1 sekilde termal testine tabi tutulan formiilasyonlarin
timiiniin zorlayic1 kosullara dayanikli oldugu goriildii. Formiilasyonlarin 75 °C’ye

kadar kenara yapigsma, faz ayrismasi ve bulanma gibi stabilite sorunu gdstermedigi
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goraldi. Fakat 80 °C’de yarim saat tutulan formiilasyonlarin tiimiinde bulanmanin

baslandig: tespit edildi.

4.6.4. Damlacik Boyutu ve Polidispersite Indeksinin Degerlendirimesi
Hizlandirilmis stabilite test sonuglarina gore belirlenen ME4, MES, ME6, MES, ME9 ve
ME10 kod numarali formiilasyonlarin damlacik boyutlar1 ve polidispersite indeksleri
bolim 3.2.8.4’te anlatildigi sekilde calisildi. Mikroemiilsiyonlarin damlacik boyutu
Olclimlerine ait grafikler Sekil 4-12 ve Sekil 4-17 araliginda gosterildi.

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2542 Peak 1: 2455 51,1 113,2
Pdl: 0,722 Peak 2: 13,35 48,9 3,528
Intercept: 0,848 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

QO+t rrrmrm e e I LR TR TR PR RREEEEETEEEERR -

Intensity (Percent)
o

.................... T A T
! [: ||| S \
............................ N
2 ] \ / kY
1
i} — /... .I\‘ /‘. + \ i
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 35: ME4 |

Sekil 4-12: ME4 formiilasyonun ait damlacik boyutu ve polidispersite indeksi degerleri
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Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 23,28 Peak 1: 12,54 52,0 3,053
Pdl: 0,688 Peak 2: 2393 48.0 96,04
Intercept: 0,873 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
12
10
=
= 6
g
g
2 -
0 . : i
0.1 1 100 1000 10000
Size (d.nm)
Record 37: MES |

Sekil 4-13: MES formiilasyonun ait damlacik boyutu ve polidispersite indeksi degerleri

Results
Size (d.n...
Z-Average (d.nm): 30,48 Peak 1: 2812
Pdl: 0,902 Peak 2: 13,02
Intercept: 0,765 Peak 3: 4738

Result quality Refer to quality report

% Intensity:

57,6
41,2
1,2

St Dev (d.n...
1210
2,999
7572

Size Distribution by Intensity

Intensity (Fercent)

Size (d.nm})

Record 30: MEE |

Sekil 4-14: MEG6 formulasyonun ait damlacik boyutu ve polidispersite indeksi degerleri
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Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 19,22 Peak 1: 22,35 100 9,977
Pdl: 0,200 Peak2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,689 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

B PPN SO, SO -SSP

Intensity (Percent)

100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 6:ME2

Sekil 4-15: MES formiilasyonun ait damlacik boyutu ve polidispersite indeksi degerleri

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1242 Peak 1: 13,80 100 4,860
Pdl: 0,145 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,865 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

dop PR S .
14. e o ...E ...... e )/.’\. o . ...... ...:.. P ‘e .l.'
I R | YT TR DR

=120 : - \ : : -

"’mll\l

g 5 5 5 5

N N ST SR S

5 f \ ;

g ol .' ., :

Y | SRR S ../.l 14 ..,i ......... E... r
ol SO \ .................... ST
0 : 1
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 11: MES

Sekil 4-16: ME9 formulasyonun ait damlacik boyutu ve polidispersite indeksi degerleri



Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 19,11 Peak 1: 21.21 96,9 8,37
Pdl: 0,207 Peak 2: 4597 3,1 828,3
Intercept: 0,694 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
Qe EETTTREPRP R R R PR PP R FEPRP PR
L : R
12 ............... T L Ill'l. N \I ......................................
= e : {0 A
& | . | |
[ . s |
i a T T I, R , I' ...... I| ................................
= I . | \
ﬁ Bl RRAAERREE LR  ARERE |I ................................
5 r : | \
E L T ET T ! ...... I|II ............................
2 : .............. ............. / ......... l\| .................................
0 i i A i =l W
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
I Record 7:ME10

Sekil 4-17: ME10 formiilasyonun ait damlacik boyutu ve polidispersite indeksi degerleri

4.7. Mikroemdulsiyon Formulasyonuna Resveratrol Y Uklenmesi

Damlacik boyutu ve polidispersite indeksi sonuglarina gore segilen MES ve ME9 kodlu
formilasyonlara Bo6lim 3.2.7°de belirtildigi sekilde c¢alisilarak %0,05 oraninda
resveratrol yiklendi. Etkin maddenin tam olarak ¢6zinmesi ve sistemin dengeye

gelmesi icin bir sire beklendi. Bu siire sonunda formilasyonlarda herhangi bir faz

ayrigsmasi, bulanma veya jellesme gézlenmedi.

4.7.1. Resveratrol Yiikli Formiilasyonlarin Damlacik Boyutu ve Polidispersite
Indeksi

Resveratrol yiiklemek igin segilen ME8 ve ME9 kodlu formiilasyonlarin ait zeta
potansiyelleri ve etkin madde yiiklendikten sonra damlacik boyutlart ve polidispersite

indeksi ve zeta potansiyeli degerleri Sekil 4-18 ve Sekil 4-23 araliginda gosterildi.
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Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -122 Peak 1: -122 100,0 608
Zeta Deviation (mV): 6,08 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mSicm}): 0,0251 Peak 3. 0,00 0,0 0,00
Result quality :
Zeta Potential Distribution
100000 1
20000 1
o ]
€ &oooo
(=]
9 B
£ 40000
L -
200001
0
-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (m\)
| Record 19:MEB-zeta
Sekil 4-18: MES8 formilasyonuna ait zeta potansiyeli degeri
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV}): -106 Peak 1: -10,6 100,0 7,45
Zeta Deviation (mV): 7 45 Peak 2: 000 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 000965 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

300000

200000

Total Counts

100000

Zeta Potential Distribution

=100

Apparent Zeta Potential (mV')

[—— Record 12:MES-zeta |

100

Sekil 4-19: ME9 formilasyonuna ait zeta potansiyeli degeri




Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 12,34 Peak 1: 13,76 100,0 4 656
Pdl: 0.103 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,898 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intansity
BT o - @ e e e e et et e e e e e e et
141
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2T / .
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
[—— Record 29: MEE-RES

Sekil 4-20: MES-RES formiilasyonuna ait damlacik boyutu ve polidispersite indeksi
degerleri
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Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 12,27 Peak 1: 13,02 100,0 3322
Pdl: 0,046 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,889 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
BB T T TP
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n [\
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
—— Record 21:MES-RES

Sekil 4-21: ME9-RES formiilasyonuna ait damlacik boyutu ve polidispersite indeksi

degerleri

St Dev (mV)
3,05

Mean (mV) Area (%)
Zeta Potential (mV): -1,31 Peak 1: -160 36,2
Zeta Deviation (mV): 71,3 Peak2: 11,6 15,4
Conductivity (mSicm): 0,0155 Peak 3: 467 14,1

Result quality : See result quality report

8,56
15,6

Zeta Potential Distribution

20000

15000

10000

Total Counts

5000

-100 0
Apparent Zeta Potential (m\)

100

Record 25: MEE-RES-zeta

200

Sekil 4-22: MES-RES formilasyonuna ait zeta potansiyeli degeri
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Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -213 Peak 1: -207 992 3,65
Zeta Deviation (mV): 376 Peak 2. -142 08 1,65
Conductivity (mS8/cm): 00262 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution

&00000

G00000

400000

Total Courts

200000

0

-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mv)

Record 17: MES-RES-zeta

Sekil 4-23: ME9-RES formiilasyonuna ait zeta potansiyeli degeri

4.7.2. Reolojik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

Damlacik boyutu ve polidispersite indeksi degerlerine gore segilen ME8 ve ME9 kodlu
formilasyonlarin akis 6zellikleri yontem 3.2.8.5.te anlatildigi sekilde gergeklestirildi.
Belirlenen hizlarda yapilan reolojik incelemede mikroemiilsiyonlara ait akis
parametreler ve degerleri sirasiyla Tablo 4-8’de - Tablo 4-11°de gosterilmistir. Her bir
formilasyona ait Sekil 4-24 ve Sekil 4-27 araliginda gosterilen akis diyagramlarina gore
tim formilasyonlar kayma gerilimi ve kayma oraninin orantili oldugundan newtonian

akisa ¢ok yakin non-newtonian akis géstermistir.

Tablo 4-8: MES formiilasyonuna ait reolojik degerler

Kayma gerilimi Kayma orani

Hiz (rpm) (dyn/cm?) (1/sn) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)
70 62,29 525,000 22,8 11,87
75 66,22 562,500 22,8 11,77
80 70,63 600,000 22,9 11,77
85 74,07 637,500 22,9 11,62
90 77,99 675,000 22,9 11,55

95 82,40 712,500 23 11,57




100

100
105
110
115

88,78
94,18
98,10
102,5

750,000
787,500
825,000
862,500

23
23
23
23

11,84
11,96
11,89
11,89

Tablo 4-9: ME9-RES formulasyonuna ait reolojik degerler

Kayma gerilimi Kayma

orani

Hiz (rpm) (dyn/cm?) (1/sn) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)
70 75,05 525,000 22,7 14,29
75 81,91 562,500 22,8 14,56
80 91,72 600,000 22,9 15,29
85 104,5 637,500 22,9 16,39
90 114,3 675,000 23 16,93
95 124,1 712,500 23 17,42
100 131,0 750,000 23,1 17,46
105 137,8 787,500 23,1 17,50
110 142,7 825,000 23,1 17,30
115 145,2 862,500 23,2 16,83

Tablo 4-10: MES-RES formiilasyonuna ait reolojik degerler

Kayma gerilimi Kayma

oranil

Hiz (rpm) (dyn/cm?) (1/sn) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)
70 82,40 525,000 21,1 15,70
75 86,33 562,500 21,1 15,35
80 91,23 600,000 21,1 15,21
85 96,14 637,500 21,1 15,08
90 101,50 675,000 21,1 15,04
95 107,90 712,500 21,1 15,15
100 112,30 750,000 21,1 14,98
105 117,70 787,500 21,1 14,95
110 122,60 825,000 21,1 14,86
115 128 862,500 21,1 14,84

Tablo 4-11: ME9 formiilasyonuna ait reolojik degerler
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Kayma gerilimi Kayma oram

Hiz (rpm) (dyn/cm?) (1/sn) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)
70 62,29 525,000 22,8 11,87
75 68,67 562,500 22,8 12,21
80 73,57 600,000 22,8 12,26
85 77,99 637,500 22,8 12,23
90 81,91 675,000 22,8 12,14
95 85,84 712,500 22,8 12,05
100 91,23 750,000 22,8 12,16
105 94,67 787,500 22,8 12,02
110 98,59 825,000 22,8 11,95
115 102 862,500 22,8 11,83
Data Graph Brookfield Engineering Labs
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800 1 P /,,/
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Sekil 4-24: MES formiilasyonuna ait akis diyagram
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Data Graph Brookfield Engineering Labs
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Sekil 4-25: MES8-RES formiilasyonuna ait akis diyagrami

Data Graph Brookfield Engineering Labs
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Sekil 4-26: ME9 formiilasyonuna ait akis diyagram
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Data Graph Brookfield Engineering Labs
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Sekil 4-27: MES-RES formiilasyonuna ait akis diyagrami

4.7.3. pH’1n Degerlendirilmesi
Bolim 3.2.8.6’te de anlatildigi sekilde hem resveratrol iceren hem de resveratrol
icermeyen formiilasyonlarin pH Ol¢limlerinde elde edilen degerler Tablo 4-12°de

gosterilmistir.

Tablo 4-12: Mikroem{lsiyon formiilasyonlarina ait pH olgiimleri

Formulasyon pH Sicaklik (°C)
MES8 6,36 + 0,03 22,3
MEB8-RES 6,30+ 0,17 22,3
ME9 6,28 + 0,01 22,3
ME9-RES 6,22 + 0,007 22,3

4.7.4. iletkenligin Degerlendirilmesi
Bolim 3.2.8.7°te belirtildigi sekilde resveratrol igeren ve resveratrol icermeyen
formiilasyonlarin iletkenlik degerleri 6lgiildii. iletkenlik degerleri Tablo 4-13’de

gosterilmistir.

Tablo 4-13: Mikroemiilisyon formiilasyonlarina ait iletkenlik bulgular:

Formiilasyon iletkenlik (uS) Sicaklik (°C)

ME8 127,7 £0,10 25,9
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MES8-RES 123,4+0,05 25,6
ME9 124,3 + 0,08 26
MEOS-RES 122,8 + 0,06 25,7

4.7.5. Mikroemulsiyon Formiilasyonlarinin TEM Goruntuleri
Formiilasyonlarin TEM c¢alismasi1 boliim 3.2.8.8’de anlatildig1 sekilde gergeklestirildi.

Elde edilen goruntaler Sekil 4-28’de gosterilmistir.

%

Sekil 4-28: ME9 formilasyonuna ait TEM gorintileri

4.8. Makroemiilsiyon Formiilasyonlarmin Segimi

Elde edilen iicgen faz diyagraminin egri igerisinde kalan makroemiilsiyon alanindan
(Sekil 4-7), su igerigi oranin yiiksek oldugu 24 adet formilasyon secilerek (Tablo 4-14)
Bolim 3.2.9.1°de anlatildig1r sekilde formiilasyonlar hazirlandi ve 72 saat oda
sicakliginda bekletilip fiziksel goriintiilerine gore degendirildi.

Tablo 4-14: Uggen faz diyagraminda makroemiilsiyon olusum alanindan secilen
formiilasyon oranlar1 ve gorsel degerlendirmeleri

Kod Tween 80 (g) Zeytinyag (g) Distile su (9) Fiziksel
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durumu
El 35 10 55 Kivaml
E2 30 20 50 Kivamh
E3 20 20 60 Iyi
E4 20 30 50 Faz ayrimi
E5 15 20 65 Faz ayrim
E6 15 15 70 Faz ayrim
E7 15 10 75 Iyi
ES8 5 10 85 Faz ayrimi
E9 10 20 70 Iyi
E10 25 6 69 Faz ayrim
Ell 30 6 64 Kivaml
El12 27 6 67 Iyi
E13 26 6 68 Iyi
El4 22 6 72 Iyi
E15 28 10 62 Faz ayrimi
E16 30 8 62 Kivamh
El7 28 8 64 Iyi
E18 27 7 66 Iyi
E19 29 8 63 Iyi
E20 27 10 63 Faz ayrimi
E21 28 7 65 Iyi
E22 28,5 8 63,5 Iyi
E23 29 7 64 Iyi
E24 28,5 7 64,5 Iyi

4.9. Secilen Makroemiilsiyon Formiilasyonlar: Uzerinde Yapilan Cahsmalar

4.9.1. Fiziksel Goriiniis Bulgular:

Fiziksel goriintiilerine gore homojen goriiniime sahip, faz ayrimi gdzikmeyen
oOzelliklere sahip olan E3, E7, E9, E12, E13, E14, E17, E18, E19, E21, E22, E23, E24
kod numarali formiilasyonlar, santrifilj, termodinamik ve thermal stres gibi 6n stabilite

testlere tabi tutularak dayanikliklar: incelendi.
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4.9.2. Stabilitenin Degerlendirilmesi

4.9.2.1. Santriflj Testi Bulgular:
Bolim 3.2.12.2.’de anlatildig1 sekilde segilen formiilasyonlara santrifiij testi yapildi.
Santriflj testi sonucunda yapilan degerlendirme neticesinde E9, E12, E13 kodlu

formiilasyonlarda faz ayriminin goriildiigii tespit edildi.

4.9.2.2. Termodinamik Test Bulgular:
Bolim 3.2.12.2°de anlatildig: sekilde E3, E7, E14, E17, E18, E19, E21, E22, E23, E24
kodlu formilasyonlar termodinamik testine tabi tutuldu. Test sonucunda E3, E14 kodlu

formilasyonlarda homojen gorintiide bozulma tespit edildi.

4.9.2.3. Termal Stres Testi Bulgular

Bolim 3.2.12.2.’de anlatildig1 sekilde termal testine tabi tutulan formiilasyonlardan
E19, E21, E23 ve E24 zorlayic1 kosullara dayanabildigi goriildii. Formiilasyonlarin
50°C’ye kadar faz ayrismasi gibi stabilite sorunu gostermedigi goriildii. Fakat 50 °C’de
yarim saat tutulan formiilasyonlarin tiimiinde kismi faz ayrismasinin baslandigi tespit

edildi. Sonraki asamlar i¢in bu dort formulasyon tzerinden devam edildi.

4.9.3. Damlacik Boyutu ve Polisdispersite Indeksin Degerlendirilmesi

Hizlandirilmig stabilite test sonuglarina gore belirlenen E19, E21, E23, E24 kod
numarali formiilasyonlarin damlacik boyutlar1 ve polidispersite indeksleri Bolum
3.2.12.3°de anlatildig1 sekilde c¢alisildi. Makroemiilsiyonlarin damlacik boyutu
olglimlerine ait grafikler Sekil 4-29 ve Sekil 4-32 araliginda gosterildi. Ayrica E21 kod

numarali formiilasyona ait zeta potansiyeli degeri Sekil 4-33’da gosterildi.
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Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 193,1 Peak 1: 275.0 100,0 165,2
Pdl: 0,283 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,919 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 71: E19

Sekil 4-29: E19 formiilasyonuna ait damlacik boyutu ve polidispersite indeksi degerleri

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 3429 Peak 1: 3915 100.0 977.9
Pdl: 0,212 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,899 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity
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01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
Record 53: E21 ]

Sekil 4-30: E21 formiilasyonuna ait damlacik boyutu ve polidispersite indeksi degerleri
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Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2247 Peak 1: 3517 91,7 1797
Pdi: 0,305 Peak 2: 63,23 83 16,92
Intercept: 0,920 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality Good

Siza Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 65: E23

Sekil 4-31: E23 formiilasyonuna ait damlacik boyutu ve polidispersite indeksi degerleri

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2128 Peak 1: 410,0 100,0 4159
Pdi: 0,386 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,931 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

=]

Intensity (Percant)
R 4 ot &~

[y
+

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

[—— Record 59: E24

Sekil 4-32: E24 formiilasyonuna ait damlacik boyutu ve polidispersite indeksi degerleri
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Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -8,67 Peak 1: -8.67 100,0 547
Zeta Deviation (mV): 547 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mS/em): 0,0201 Peak 3: 0,00 0.0 0,00
Result quality
Zeta Potential Distribution
AOODO T - - == = @ e
1
300000+ e e e . || .....
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2
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100000 T - |

=100 [1] 100 200
Apparent Zeta Patential (m\V)

Record 89: E21 zela 2|

Sekil 4-33: E21 formiilasyonuna ait zeta potansiyeli degeri

4.10. Makroemulsiyon Formulasyonuna Resveratrol Y tiklenmesi
Secilen E19, E21, E23 ve E24 kodlu formilasyonlara yontem 3.2.11°de belirtildigi
sekilde c¢aligilarak %0,05 oraninda resveratrol yiiklendi. Etkin maddenin tam olarak

cozlinmesi ve sistemin dengeye gelmesi icin bir stire boyunca beklendi.

4.10.1. Resveratrol  Yiikli = Makroemiilsiyonlarin Damlacik Boyutu ve
Polidispersite Indeksi

Resveratrol yiiklemek i¢in segilen E19, E21, E23 ve E24 kodlu formiilasyonlarin etkin
madde yiiklendikten sonra damlacik boyutlart ve polidispersite indeksleri degerleri
Sekil 4-34 ve Sekil 4-37 araliginda gosterilmektedir. Ayrica damlacik boyutu ve
polidispersite indkesi sonucuna gore optimum formiilasyon olmaya en yakin olan E21

kodlu formiilasyonun zeta potansiyeli degeri Sekil 4-38’de gosterildi.
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Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 5774 Peak 1: 1671 100,0 2106
Pdl: 0,462 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,860 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
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—— Record 73: E19 RES

Sekil 4-34: E19-RES formiilasyonuna ait damlacik boyutu ve polidispersite indeksi

degerleri
Results
Size (d.n...
Z-Average (d.nm): 4965 Peak 1: 4679
Pdi: 0,210 Peak 2: 1588
Intercept: 0,915 Peak 3: 0,000

Result quality Good

% Intensity: St Dev (d.n...

88,2 B40,7
11,8 3489
0,0 0,000

Slze Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
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Record 56: E21 RES

Sekil 4-35: E21-RES formiilasyonuna ait damlacik boyutu ve polidispersite indeksi

degerleri
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Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 6555 Peak 1: 1078 91.6 1295
Pdl: 0,306 Peak 2: 5560 8.4 6,104e-5
Intercept: 0,917 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
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—— Raecord 66: E23 RES

Sekil 4-36: E23-RES formuilasyonuna ait damlacik boyutu ve polidispersite indeksi

degerleri

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 3590 Peak 1: 3886 94,0 1239
Pdl: 0,304 Peak 2: 5223 6,0 104,0
Intercept: 0,889 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
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Record 61: E24 RES

Sekil 4-37:. E24-RES formiilasyonuna ait damalcik boyutu ve polidispersite indeksi
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Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -3,95 Peak 1: -3,95 100,0 346
Zeta Deviation (mV): 3,46 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mSicm): 0.0314 Peak 3: 0,00 0.0 0,00
Result quality

Zata Potential Distribution

NELNRY

=100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV)

Record 79: E21 RES ZETA 1|

Sekil 4-38: E21-RES formiilasyonuna ait zeta potansiyeli degeri

4.10.2. Makroemiilsiyonlarin Reolojik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

Sec¢ilen formiilasyonlarin akis oOzellikleri yontem 3.2.12.4.°te anlatildig1 sekilde
gergeklestirildi. Belirlenen hizlarda yapilan reolojik incelemede makroemulsiyonlara ait
akis parametreler ve degerleri sirasiyla Tablo 4-15 - Tablo 4-22 araliginda
gosterilmistir. Her bir formilasyona ait Sekil 4-39 ve Sekil 4-46 araliginda gosterilen
akis diyagramlarina gore tiim formiilasyonlar kayma gerilimi ve kayma oraninin orantili

oldugu newtonian akisa ¢ok yakin non-newtonian akis gostermistir.

Tablo 4-15: E19 formiilasyonuna ait reolojik degerler

Kayma gerilimi Kayma orani

Hiz (rpm) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)

(dyn/cm?) (1/sn)
1 14,22 7,500 22,3 189,7
3 59,35 22,50 22,4 263,8
5 104,0 37,50 22,5 277,3
7 148,1 52,50 22,5 282,2
9 193,3 67,50 22,6 283,4
11 235,4 82,50 22,7 285,4
14 288,4 105,0 22,7 274,17

16 319,8 120,0 22,8 266,5
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18 346,3 135,0 22,9 256,5
20 371,8 150,50 22,9 2479

Tablo 4-16: E19-RES formiilasyonuna ait reolojik degerler

Kayma gerilimi Kayma orani

Hiz (rpm) (dynfem?) (1/sn) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)
1 7,85 7,500 24,8 104,6
3 38,75 22,50 24,8 172,2
5 70,14 37,50 24,8 187,0
7 96,14 52,50 24,8 183,1
9 122,6 67,50 24,8 181,7
11 146,7 82,50 24,8 177,8
14 184,9 105,0 24,8 176,1
16 214,3 120,0 247 178,6
18 240,8 135,0 24,7 178,4
20 268,8 150,50 24,7 179,2

Tablo 4-17: E21 formiilasyonuna ait reolojik degerler

Kayma gerilimi Kayma orani

Hiz (rpm) (dyn/cm?) (1/sn) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)
1 10,30 7,500 23,2 137,3
3 32,86 22,50 23,3 146,1
5 62,29 37,50 23,3 166,1
7 99,08 52,50 23,4 188,7
9 129,0 67,50 23,4 191,1
11 163,8 82,50 23,4 198,6
14 215,8 105,0 23,5 205,5
16 236,9 120,0 23,5 1974
18 263,4 135,0 23,5 195,1

20 286,9 150,50 23,5 191,3
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Tablo 4-18: E21-RES formulasyonuna ait reolojik degerler

Kayma gerilimi Kayma orani

Hiz (rpm) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)

(dyn/cm?) (1/sn)
1 11,28 7,500 24,6 150,4
3 40,22 22,50 24,6 178,8
5 67,69 37,50 24,6 180,5
7 95,16 52,50 24,6 181,3
9 127,0 67,50 24,6 188,2
11 1575 82,50 24,6 190,8
14 194,7 105,0 24,6 185,5
16 224,6 120,0 24,6 187,2
18 252,1 135,0 24,6 186,8
20 276,2 150,50 24,6 184,1

Tablo 4-19: E23 formiilasyonuna ait reolojik degerler

Kayma gerilimi Kayma orani

Hiz (rpm) (dyn/cm?) (1/sn) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)
1 8,83 7,500 23,5 117,7
3 34,83 22,50 23,6 154,8
5 70,14 37,50 23,6 187,0
7 97,12 52,50 23,7 185,0
9 127,0 67,50 23,7 188,2
11 152,5 82,50 23,7 184,9
14 195,7 105,0 23,8 186,4
16 222,2 120,0 23,8 185,2
18 245,7 135,0 23,8 182,0
20 270,3 150,50 23,8 180,2

Tablo 4-20: E23-RES formiilasyonuna ait reolojik degerler

Kayma gerilimi Kayma orani

Hiz (rpm) (dynfcm?) (1/sn) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)
1 14,71 7,500 25,1 196,2
3 46,11 22,50 25,1 204,9
5 75,54 37,50 25,1 201,4
7 105,9 52,50 25,1 201,8




115

9 138,3 67,50 25,1 204,9
11 171,2 82,50 25,2 207,5
14 219,7 105,0 25,2 209,3
16 248,2 120,0 25,2 206,8
18 273,7 135,0 25,2 202,7
20 299,7 150,50 25,2 199,8

Tablo 4-21: E24 formiilasyonuna ait reolojik degerler

Kayma gerilimi Kayma orani

Hiz (rpm) (dyn/cm?) (1/sn) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)
1 13,73 7,500 24,6 183,1
3 48,56 22,50 24,6 215,8
5 80,44 37,50 24,6 2145
7 118,2 52,50 24,6 225,2
9 152,1 67,50 24,5 225,3
11 189,3 82,50 24,5 229,5
14 247,7 105,0 24,5 235,9
16 277,6 120,0 24,5 231,4
18 309,0 135,0 24,5 2289
20 341,4 150,50 24,5 227,6

Tablo 4-22: E24-RES formulasyonuna ait reolojik degerler

Kayma gerilimi Kayma orani

Hiz (rpm) (dyn/cm?) (1/sn) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)
1 15,21 7,500 26 202,7
3 36,79 22,50 26,1 163,5
5 70,63 37,50 26,1 188,4
7 100,6 52,50 26,1 191,5
9 125,6 67,50 26,2 186,0
11 1619 82,50 26,3 196,2
14 200,6 105,0 26,3 191,1
16 217,8 120,0 26,3 181,5
18 237,4 135,0 26,3 175,9

20 253,6 150,50 26,4 169,1
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Data Graph Brookfield Engineering Labs
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Sekil 4-39: E19 formiilasyonuna ait akis diyagrami

Data Graph Brookfield Engineering Labs
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Sekil 4-40: E19-RES formiilasyonuna ait akis diyagrami
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Data Graph Brookfield Engineering Labs
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Sekil 4-41: E21 formiilasyonuna ait akis diyagram

Data Graph Brookfield Engineering Labs
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Sekil 4-42: E21-RES formulasyonuna ait akis diyagrami
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Data Graph Brookfield Engineering Labs
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Sekil 4-43: E23 formiilasyonuna ait akis diyagrami

Data Graph Brookfield Engineering Labs
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Sekil 4-44: E23-RES formiilasyonuna ait akis diyagram
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Data Graph Brookfield Engineering Labs
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Sekil 4-45: E24 formiilasyonuna ait akis diyagrami

Data Graph Brookfield Engineering Labs
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Sekil 4-46: E24-RES formiilasyonuna ait akis diyagram
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4.10.3. pH’1n Degerlendirilmesi
Bolim 3.2.12.5’te de anlatildigi sekilde hem resveratrol igeren hem de resveratrol
icermeyen makro emiilsiyonlarin formiilasyonlarin pH &l¢imlerinde elde edilen

degerler Tablo 4-23°de gosterilmistir.

Tablo 4-23: Makroemiilsiyon formiilasyonlarina ait pH degerleri

Formilasyon pH Sicaklik (°C)
E19 4,74 £ 0,006 21,5
E19-RES 4,59 +0,01 22,1
E21 4,61 + 0,006 21,5
E21-RES 4,56 + 0,006 22,7
E23 4,63+0,01 21,5
E23-RES 4,58 + 0,006 22,2
E24 4,62 + 0,006 21,9
E24-RES 4,57 £ 0,006 22,8

4.10.4. iletkenligin Degerlendirilmesi
Bolim 3.2.12.6’da belirtildigi sekilde resveratrol igeren ve resveratrol igermeyen
formiilasyonlarin iletkenlik degerleri olgiildii. Iletkenlik degerleri Tablo 4-24’da

gosterilmistir.

Tablo 4-24: Makroemdilsiyon formilasyonlarina ait iletkenlik degerleri

Formilasyon Iletkenlik (uS) Sicakhik (°C)
E19 129,8 £ 0,25 26

E19-RES 141,6 + 0,15 25,5

E21 136,9+ 0,15 25,5
E21-RES 143,9+0,1 26

E23 133,3+0,1 25,8
E23-RES 141,8+0,15 27,5

E24 136,7+0,1 25,8
E24-RES 142,1+0,1 27,4

4.11. Resveratrol’iin In vitro Sahmm

Boliim 3.2.13°de anlatildig1 bigimde ayn1 miktarda resveratrol iceren mikroemulsiyon,
makroemdlsiyon ve referans cozeltisinden in vitro salim incelendi. Salim profilleri
Sifirinc1 derece (0. derece) kinetik, Birinci derece (1.derece) kinetik ve Higuchi kinetik
modele gore degerlendirildi. Franz difiizyon hiicrelerinde gergeklestirilen in vitro salim

deneylerinde, resveratrol yikli ME9 kodlu mikroemilsiyon, E21 kodlu
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makroemiilsiyon formiilasyonlar1 kullanilmigtir. Bu formiilasyonlarin bilesenleri Tablo
4-7 ve Tablo 4-14°de verilmistir. Her bir formiilasyondan 6 saat siire ile cm? ‘den
serbestlesen kiimiilatif resverarol miktarlar1 ile ilgili veriler Tablo 4-25 gosterildi. In
vitro salim galismasi sonucu hesaplanan salim kinetikleri Tablo 4-26’da ve sellloz
asetat membrandan 6 saat sonunda salinan kiimiilatif konsantrasyon (%), denge
durumundaki aki (Jss), gecirgenlik katsayisi (P) sonuglar1 Tablo 4-27’de gosterildi.
Ayrica serbestlesen kiimiilatif resveratrol miktarinin zamana kars1 grafikleri Sekil 4-47
gosterildi.

Tablo 4-25: Resveratrol iceren formiilasyonlarin in vitro salim testi sonucunda seliiloz
asetat membrandan gecen kiimiilatif etkin madde miktarlar1 (n=3)

RES Cozelti Makroemilsiyon Mikroemdlsiyon
Z(sgf)n mg/cm? SD (%) mg/cm? SD (%) mg/cm? SD (%)
1 0,022 0,001 0,011 0,0001 0,011 0,0002
2 0,032 0,002 0,013 0,0003 0,021 0,0002
3 0,039 0,002 0,016 5,08x10° 0,033 0,0003
4 0,041 0,003 0,017 3,65x10° 0,039 0,0001
5 0,042 0,001 0,017 6,25x10° 0,046 0,0003
6 0,042 0,002 0,017 1,24x10° 0,046 0,0001

Tablo 4-26: In vitro salim testi bulgularina gore resveratroliin formiilasyonlardan salim
kinetiklerine ait bulgular

RES Cozelti Makroemdilsiyon Mikroemdilsiyon
r? 0,7792 0,831 0,9335
Sifirici derece
Ko 4,6025 1,5104 8,4917
L r? 0,7312 0,796 0,8529
Birinci derece
K1 0,1215 0,0884 0,2647
. . r? 0,8713 0,9108 0,9737
Higuchi
D 16,935 5,5022 30,178

Tablo 4-27: In vitro calisma sonuclarina gore seliiloz asetat membrandan 6 saat sonunda
salinan kiimiilatif konsantrasyon (%), denge durumundaki aki (Jss), ve
gecirgenlik katsayisi (P) degerleri

Kamdalatif
Formdulasyon salinan SD (#)
konsantrasyon

Jss D () P
(mg/cm?.saat) " (cm/saat)

D (2)




122

(%)

RES Cozelti 49,951 2,237 0,06 0,0007 0,017 0,0015
Makroemdlsiyon 20,957 0,365  0,0025 0 0,005 0
Mikroemdilsiyon 54,647 0,188 0,011 0,0005 0,021 0,001

0,05
0,045
0,04
0,035
0,03
0,025
0,02
0,015
0,01
0,005

Serbestlesen madde miktari (mg/cm2)

t (saat)

RES cozelti Makro emiilsiyon Mikro emiilsiyon

Sekil 4-47: Zamana Kkarsi serbestlesen resveratrol miktarlari

4.12. EX vivo Deriden gecis ¢alismalari

Ex vivo gecis calismalart bolim 3.2.14’te anlatildigi sekilde yapildi. Domuz kulagi
derisinden gecen kiimiilatif resveratrol miktar1 Tablo 4-28’de, deriden gegen kimilatif
konsantrasyon (%), denge durumundaki aki (Jss) ve gecirgenlik katsayist (P) sonuglari
Tablo 4-29’da verildi. Ayrica, Resveratroliin deriden gegen miktarinin zamana karsi

degisim profili Sekil 4-48” da gosterildi.

Tablo 4-28: Resveratrol’iin domuz kulag: derisinden gecen kiimiilatif madde miktarlari

(n=3)
RES Cozelti Makroemilsiyon Mikroemdlsiyon
Zaman
mg/cm? SD (%) mg/cm? SD () mg/cm? SD ()
(saat)
1 0,0082 0,0008 0,0010 0 0,0010 0

2 0,0123 0,0003 0,0011 0 0,0011 0
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3 0,0137 0,0003 0,0011 0 0,0011 0

6 0,0138 0,0002 0,0011 0 0,0013 2,48x10°
8 0,0138 0,0003 0,0011 0 0,0015 6,42x10°
24 0,0139 0,0001 0,0015 6,67x10° 0,0043 0,0002

Tablo 4-29: Domuz kulagi derisinden 24 saatte gecen kiimiilatif % konsantrasyon, denge
durumundaki aki (Jss), ve gecirgenlik katsayis1 (P) degerleri

Kumulatif
salinan Jss P
Formilasyon SD (%) SD (%) SD (1)
konsantrasyon (mg/cm?.saat) (cm/saat)
(%)
RES Cozelti 37,08 0,2810 0,0027 0,0002 0,0054 0,0005
Makroemilsiyon 1,77 0,0780  1,92x10° 4,21x10% 3,84x10° 8,42x10°
Mikroemulsiyon 5,14 0,2500  0,000172 1,2x10°  0,0003 2,41x10°
0,016
~
£ 0014
L
E 0,012
- 001
a
= 0,008
E
o 0,006
=]
® 0,004
=
":d. 0,002
S 0
0 5 10 15 20 25 30
t (saat)
RES Cozelti Makro emiilsiyon Mikroemiilsiyon

Sekil 4-48: Zamana karsi deriden gecen etkin madde miktari

4.13. Kati Mikro 1Igne 1Tle 1islem Goérmiis Deriden Mikroemiilsiyon
Formiilasyonunda Resveratrol Salinimi

Boliim 3.2.15’te anlatildig: sekilde uygun prosediirle hazirlanan domuz kulag: derisine
katt mikroigne ile islem yapilarak deri iizerinden kanalciklar olusturuldu. 24 saat
boyunca kati mikroigne ile islem gormiis domuz kulagi derisinden gegen her bir

formilasyona ait kiimiilatif resveratrol miktarlart Tablo 4-30’da ve 24 saatte gegen
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kiimiilatif % konsantrasyon, denge durumundaki aki (Jss) ve gecirgenlik katsayisi (P)

degerleri Tablo 4-31°de verildi.

Deriden gecen resveratrol miktarinin zamana karsit degisim profilleri Sekil 4-49°de

gosterildi.

Tablo 4-30: Resveratrol’iin kati mikroigne ile islem gormiis domuz kulag: derisinden
gecen kiimiilatif madde miktarlar1 (n=3)

RES Cozelti Makroemulsiyon Mikroemdlsiyon
Zaman mg/cm? SD (1) mg/cm? SD (¢) mg/cm? SD (¢)
(saat)
1 0,0154 0,0002 0,0017 0 0,0010 0
2 0,0184 0,0005 0,0019 0 0,0011 0
3 0,0214 0,0001 0,0019 0 0,0011 0
6 0,0217 0,0002 0,0022 0,0001 0,0013 2,39x10°
8 0,0217 0,0001 0,0024 2,98x10°  0,0016 3,91x10°
24 0,0217 0,0001 0,0027 0,0001 0,0088 0,000280157

Tablo 4-31: Kat1 mikroigne ile islem gormiis domuz kulag: derisinden 24 saatte gecen
kimulatif (%) konsantrasyon, denge durumundaki aki (Jss) ve gecirgenlik
katsayis1 (P) degerleri

Kumaulatif
. salinan Jss P
Formalasyon konsantrasyon D) (mg/cm?.saat) SD (%) (cm/saat) SD (%)
(%)
RES Cozelti 57,8100 0,324 0,0030 0,0001 0,0060 0,0002
Makroemiulsiyon 3,2580 0,135 6,94x10° 8,70x10°¢ 0,0001 1,74x10°
Mikroemdilsiyon 10,3920 0,330 0,000418 1,45x10° 0,0008 2,89x10°
0,025
‘E‘ 0,02
E
&
§ 0,01
£
:,:’;'0,005
0
Q 5 10 15 20 25 30

RES Cozelti

t (saat)

Makroemiilsiyon

Mikroemiilsiyon

Sekil 4-49: Zamana karsi kati mikroigne ile islem gormiis deriden gecen madde miktari
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4.14. Uzun Sareli Stabilitenin Degerlendirilmesi
Bolim 3.2.16°da belirtildigi gibi uzun siireli stabilite testleri tabi tutulan ME9
mikroemiilsiyon ve E21 makro emiilsiyon formiilasyonlarinin 6 ay sonundaki kararlilik

durum degerlendirilmesi sonunda elde edilen veriler Tablo 4-32 ile Tablo 4-38

araliginda ve Sekil 4-50 ile Sekil 4-60 araliginda gosterildi.

Al QUAD CAMERA

Soldan saga sirasiyla 25 + 2°C ve 40 £ 2°C sicaklik kosullarinda muhafaza edilen ME9 formulasyonu

@O REDMI NOTE 9 PRO

O "RED 9
QOO 64MP QUAD CAMERA QO Al QUAD CAMERA

Soldan saga sirasiyla 25 = 2°C ve 40 £ 2°C sicaklik kosullarinda muhafaza edilen E21 formulasyonu

Sekil 4-50: Stabilite testi sonucunda formiilasyonlarin fiziksel goriintiileri
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Size (d.nm)}: % Intensity: St Dev {d.nm}):
Z-Average (d.nm): 1134 Peak 1: 1230 956 4515
Pdl: 0,21 Peak 2: 5362 14 3331
Intercept: 0,928 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

L L L L LR R

=y
=

n

=

Intensity (Percent)

01 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm}

————  Record 108: E21 STABILITE 25¢C

Sekil 4-51: 25°C’de muhafaza edilen E21 damlacik boyutu

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -4,07 Peak 1: -407 100,0 3,23
Zeta Deviation (mV): 323 Peak 2. 000 0.0 0,00
Conductivity (mSicm): 0,103 Peak 3. 0,00 0.0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution

600000

00000

400000

300000

Total Counts

200000

100000

0 :
=100 0 100 200

Apparent Zeta Potential (m\')

—— Record 124: E21 STABILITE 25C |

Sekil 4-52: 25°C°de muhafaza edilen E21 zeta potansiyeli
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Mean (mV) Area (%) §t Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -10.9 Peak 1: -109 100,0 3,72
Zeta Deviation (mV): 3,72 Peak 2. 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0171 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
DEOOOOT -« o D R R
200000 :
150000

100000

Total Counts

50000

0 ; :
-100 0 100 200

Apparent Zeta Potential (m\V)

[—— Record 135: MES STABILITE 40¢C |

Sekil 4-53: 40°C’de muhafaza edilen ME9 zeta potansiyeli

Size (d.nm}): % Intensity: St Dev {d.nm):
Z-Average (d.nm): 12,92 Peak 1: 1374 87,0 4,409
Pdli: 0179 Peak 2: 4402 30 9195
Intercept: 0,907 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

]
=

-
tn

n

Intensity (Percent)
=

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm}

[——— Record 130: MES STABILITE 40C |

Sekil 4-54: 40°C’de muhafaza edilen ME9 damlacik boyutu
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Size (d.nm): % Intensity: St Dev {d.nm}):
Z-Average (d.nm): 12,76 Peak 1: 14,06 100,0 4 769
Pdl: 0,138 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,909 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

[}
=

-
£n

Intensity (Percent)
=

0
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm})
|— Record 122: MES STABILITE 25C
Sekil 4-55: 25°C’de muhafaza edilen ME9 damlacik boyutu
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -1,29 Peak 1: -1,29 1000 3,02
Zeta Deviation (mV): 3,02 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,433 Peak 3: 000 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution

2000000

1500000

1000000

Total Counts

500000

-100 0
Apparent Zeta Potential (mV'})

——— Record 127: MES STABILITE 25C

100 200

Sekil 4-56: 25°C’de muhafaza edilen ME9 zeta potansiyeli



129

Tablo 4-32: Uzun sureli stabilite test bulgulari

Iklimlendirme kabini

Formulasyonlar (Stcaklik — Nem ) Iletkenlik (uS)
ME9 25°C £2-%60%5 5,09 £ 0,02 181,6

ME9 40°C+£2-%75+5 5,88 £ 0,05 234

E21 25°C+£2-%60+5 5,73 +0,01 130

E21 40°C£2-%75%5 5,91 +0,01 140,9

Tablo 4-33: 25 °C’de muhafaza edilen ME9 viskozite degerleri

Kayma gerilimi Kayma oram

Hiz (rpm) (dyn/cm?) (1/sn) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)
70 82,40 525,0 25,0 15,70
75 87,31 562,5 25,1 15,52
80 90,74 600,0 25,1 15,12
85 96,63 637,5 25,2 15,16
90 102,0 675,0 25,2 15,11
95 103,0 7125 25,2 14,46
100 107,4 750,0 25,3 14,32
105 114,3 787,5 25,3 1451
110 118,2 825,0 25,3 14,33
115 121,2 862,5 25,3 14,05

Tablo 4-34: 40 °C’de muhafaza edilen ME9 viskozite degerleri

Kayma gerilimi Kayma oram

Hiz (rpm) (dyn/cm?) (1/sn) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)
70 254,1 525,0 25,5 48,40
75 149,1 562,5 25,5 26,51
80 174,6 600,0 25,5 29,10
85 293,3 637,5 25,6 46,01
90 286,0 675,0 25,6 42,36
95 207,5 7125 25,6 29,12
100 235,4 750,0 25,6 31,39
105 242,8 787,5 25,6 30,83
110 242,3 825,0 25,6 29,37

115 298,2 862,5 25,6 34,58
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Tablo 4-35: 25 °C’de muhafaza edilen E21 viskozite degerleri

Kayma gerilimi Kayma oram

Hiz (rpm) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)

(dyn/cm?) (1/sn)
1 51,50 7,500 25,1 686,7
3 30,90 22,50 25,1 137,3
5 87,31 37,50 25,1 232,8
7 65,24 52,50 25,1 1243
9 138,3 67,50 25,1 204,9
11 179,0 90,0 25,1 198,9
14 172,7 105,0 25,2 164,4
16 163,8 120,0 25,2 136,5
18 173,1 135,0 25,2 128,3
20 181,5 150,00 25,2 121,0

Tablo 4-36: 40 °C’de muhafaza edilen E21 akis degerleri

Kayma gerilimi Kayma oram

Hiz (rpm) (dyn/cm?) (1/sn) Sicaklik (°C) Viskozite (cP)
1 59,35 7,500 25,3 791,3
3 169,2 22,50 25,3 752,1
5 264,9 37,50 25,4 706,3
7 352,7 52,50 25,4 671,8
9 4346 67,50 25,4 643,8
11 EEEE 90,0 25,4 EEEE
14 EEEE 105,0 25,4 EEEE
16 EEEE 120,0 25,4 EEEE
18 EEEE 135,0 25,4 EEEE
20 EEEE 150,00 25,4 EEEE

Tablo 4-37: 6 ay suresince 25 + 2°C’de ve % 60 * 5 bagil nemde bekletilen etkin
madde iceren ME9 mikroemulsiyonu ve E21 makro emdlsiyonu
formiilasyonlarina ait miktar tayini bulgulari

Miktar tayini (%0)

Formilasyonlar
6. ay SD (%)

ME9 72,63 0,0003
E21 61,58 4,66 x 10°




Tablo 4-38: 6 ay siiresince 40 = 2°C’de ve %75 = 5 bagil nemde bekletilen etkin
madde iceren ME9 mikroemulsiyonu ve E21 makro emdlsiyonu
formiilasyonlarina ait miktar tayini bulgular

131

Miktar tayini (%0)
Formilasyonlar

6. ay SD (%)
ME9 57,28 8,38 x10°
E21 EEEE EEEE

EEEE: Ornekte faz ayrimi gerceklestigi icin olciilmedi
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5. TARTISMA

Ilag topikal yolla, intradermal veya transdermal amacla uygulanabilir (Bhowmik, 2012).
Bir ilag tasiyict sistemde, dozlanan ilacin hedeflendigi etki bolgesi derinin ylzeysel
katmanlar1 oldugunda genel ismiyle topikal olarak kabul edilir (Bhowmik, 2012;
Tadwee, Gore, & Giradkar, 2012). Ote yandan, ila¢ deri yoluyla sistemik dolasima
verildiginde bu ila¢ tasiyict sistemler transdermal gruba girer (Benson, 2005).
Amaclanan hedef bolge, dermis gibi derinin daha alt katmanlar: iginde oldugunda bu
ilag tastyici sistemler intradermal olarak kabul edilir (H. Trommer & R. Neubert, 2006).
Transdermal ve intradermal ila¢ verilmesi ile ilgili arastirmalar son yirmi yilda artsada,
topikal ila¢c verme sistemleri geleneksel dozaj sekilleri iginde uzun yillardan beri
kullanilmaktadir (Roberts et al., 2021).

Mikroemilsiyonlarin termodinamik dayanikliklari, seffaf goriiniimleri, hedeflendirmeye
uygun olmalari, kendiliginden olusabilmeleri ve ¢6ziiniirliigi az olan maddelerin
¢Ozuniirliigiini arttirmalari, hem lipofilik hem de hidrofilik ilaglarin uygulanmasina
olanak saglamasi gibi avantajlarindan dolay1 resveratrol yukli mikroemilsiyon
formulasyonu gelistirmek bu ¢alismada amaglanmistir. (Chauhan et al., 2019; Ghosh &
Murthy, 2006; Grampurohit et al., 2011; Jadhav et al., 2006; Karasulu, 2008; Kogan &
Garti, 2006; M. J. Lawrence & Rees, 2012; Mehta & Kaur, 2010; Munir et al., 2017; N.
Sharma et al., 2013).

Resveratrol polifenolik anti-oksidan bir etkin maddedir. Glcli antioksidan 6zellige
sahip olmanin yani sira anti-kanser, anti-anjiyojenik, kardiyoprotektif, antidiyabetik,
anti-viral ve noroprotektif aktiviteye sahip olup birgok hastaligin tedavisinde oral
yoldan kullanilmaktadir. Yapilan caligmalarda resveratroliin, a-tokoferol, katesin,
mirisetin ve naringenin gibi antioksidan molekillere gore daha etkili oldugu
bulunmustur (Khanduja & Bhardwaj, 2003). Toksik olmamasi ve viicut tarafindan
tolere edilebilir olmasi, resveratroliin ila¢ molekiilii olarak kullanilmasini artirmaktadir.
Hizl1 emilmesine ragmen bagirsak ve karaciger metabolizmasi, resveratroliin sistemik
biyoyararlanimi i¢in hiz sinirlayict adimdir. Ayrica, resveratroliin yiiksek lipofilisitesi
suda ¢oziiniirliglinii diistirlir ve metabolik stabilitesi ile birlikte oral biyoyararlanimini
azaltir. Bu nedenle oral yolla kullanim sonrasi gelisen bu dezavantajlarindan dolay1
topikal olarak kullanilmasindan daha ¢ok yararlanilacagi ongoriilebilir. Yukaridaki

bilgilere dayanarak bu tez ¢alismasinda oral kullanimdan farkli olarak topikal yoldan
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kullanilabilen bir formiilasyon gelistirmesi amaglanmistir. Formulasyonun topikal
yoldan verilmesinin segilme nedeni; topikal yolun uygulama kolayligi, gastrointestinal
yan etkilerinin ve ilk gecis etkisinin olmamasi, hedeflenen boélgeye dogrudan
uygulanmasi, uygulanmasinin kolay ve hasta uyuncunun yiiksek olmasi agisindan oral
ve diger yollara gbére bir avantaj tasimasidir. Yapilan literatiir taramalarinda,
transdermal amacla kullanilabilen ve bu g¢alismada secilen yagh faz ve YEM fazi
kullanilarak hazirlanan resveratrol iceren bir mikroemulsiyon formilasyonuna
rastlanmamustir. Ancak, suda ¢oziinilirliigiiniin ¢ok diisiik olmasi resveratroliin topikal
formiilasyonlarinin hazirlanmasinin kolay olmadigimi gostermektedir. Ayrica, lipofilik
bir etkin madde oldugundan dolay1 topikal uygulamanin ardindan SC ‘un yuzeyinde
birikmekte ve etkin bir tedavi i¢in daha alt tabakalara gegisi sinirlanmaktadir. Bu da
resveratrol ile transdermal tedavinin etkinligini azaltan O6nemli bir faktordiir. Isik
ortaminda bozunmaya wugramasi ve geleneksel topikal formiilasyonlarinin
uygulanmasinin ardindan goriilen lokal yan etkileri de topikal uygulamadaki diger
sorunlarindandir (Amri, Chaumeil, Sfar, & Charrueau, 2012; Intagliata, Modica,
Santagati, & Montenegro, 2019).

Etkin maddelerin deriden uygulanmasinda gegisi ve emilimi arttirmak amaciyla derinin
bariyer yapisini1 asmak igin, guvenli ve etkili deriden gegisi arttiran maddelere ihtiyac
vardir (Bouwstra et al., 2002; Peter M Elias, 1983; P. M. Elias et al., 1981; Funke et al.,
2002; Kreilgaard, 2002; Nielsen et al., 2016; Adrian C Williams & Barry, 2012).
Mikroemiilsiyonlar1 olusturan bilesenlerden bazilar1 deriden penetrasyonunu artirarak
etkin maddelerin deriden gecisini arttirilabilmektedir. Bununla birlikte distik
viskoziteye sahip olduklar1 i¢in mikroemiilsiyonlarin deriden gecisleri diger
formulasyonlara gore daha kolaydir. Bu nedenle mikroemilsiyonlar dogal olarak
deriden gecisi arttirict madde gorevi yapmaktadirlar. Mikroemiilsiyonlarin yapisinda yer
alan lipofilik maddeler deriye uygulandiginda SC’da depo gorevi yapmaktadir.
Boylelikle lipofilik yapidaki derinin en dis tabakasina yiiksek afinite gosteren
mikroemiilsiyonlar deri tabakalarindan kolay gegmektedir. Ancak SC bariyeri hidrofilik
ilaclarin  deriden gegisine izin vermemektedir. Mikroemdilsiyonlarin  temel
bilesenlerinden olan YEM’ler hem hidrofilik bir bas hemde lipofilik bir kuyruk
kismindan olustugundan dolay1 etkin maddelerin bu deri bariyerlerinden gegmesini
kolaylastirir (Bo Nielsen et al., 2009; Bouwstra et al., 2002; Peter M Elias, 1983; P. M.
Elias et al., 1981; Funke et al., 2002; Kreilgaard, 2002; Tsakovska et al., 2017).
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Mikroemilsiyonlar SC’dan hiicreler arast yol ile gegmektedir. Ayrica, alternatif bir
mekanizma olarak SC tabakanin hidratasyonu ile de etkin maddelerin deriden gegisini
arttirdiklar1 bilinmektedir. Anlatilan tim nedenlerden dolayr mikroemiilsiyonlar etkin
maddelerin topikal yoldan uygulanmasi i¢in tercih edilmektedir.

Kat1 mikroigneler, SC tabakasinda ilag molekiillerin gegebilecegi gézenekler agarak,
fiziksel penetrasyon artiric1 6zelligi ile etkin maddenin derinin alt tabakalarina gegisini
artirirlar (Mark R Prausnitz, 2004; Samanci et al., 2021). Boylelikle terap6tik etkinlik
icin sistemik dolasima veya hedeflenen dermal tabakalara yeterince ulasmayan etkin
maddelerin gegisini artirarak istenilen tedavi saglanmaktadir. En 0nemli avantaji ise
Sinir uglarina ulagsmayan mikron boyutlu igneler sayesinde, aci hissi olugsmadan etkin
madde derinin alt tabakalarina ulagsmaktadir ve hastalar kullanim kolayligi sayesinde bu
sistemleri kullanmaya daha kolay adapte olmaktadir (Kevin Ita, 2015; Mark R
Prausnitz, 2004).

Tum bu bilgilerden yola ¢ikarak bu ¢alismada, giiniimiizde oral yol ile yaygin olarak
kullanilan resvaratroliin transdermal uygulamaya yonelik y/s tipi mikroemulsiyon ve
makromeiilsiyon formiilasyonlarinin  gelistirilmesi, hazirlanan formiilasyonlarin
karakterizasyonu yapilarak optimize formiilasyonlarin in vitro seliiloz asetat mebrandan
ve ex vivo kat1 mikroigne ile islem gormiis ve kati mikroigne ile islem gérmemis domuz
kulagi derisinden gegiglerinin incelenmesi ve gecis miktarlarin karsilastiriimasi
amagclanmustir.

Bu doktora tez ¢alismasinda ilk olarak in vitro ve ex vivo penetrasyon caligmalarinda
orneklerdeki resveratroliin miktar tayini analizlerinde kullanilmasi planlanan literatirde
kayith (M. Sessa et al., 2014) yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) metodu
kullanildi ve bu metoda ait validasyon ¢alismalari gergeklestirildi. Validasyon ¢alismasi
kapsaminda metodun dogrusalligi, kesinligi (tekrarlanabilirk ve ara kesinlik),
dogrulugu, segiciligi, sistem uygunlugu ve stabilitesi arastirildi ("ICH Validation of
Analytical Procedures: Text and Methodology ™, 2005).

Dogrusallik ¢alismasindan elde edilen standart egrinin (Sekil 4-1) determinasyon
katsayisiin (R?= 0,9999) yiiksek bir degerde olmasi ve %VK degerinin <%2 olmasi
nedeniyle dogru denkleminin miktar tayininde kullanilabilecegi sonucuna varildi.
Tekrarlanabilir (Tablo 4-2) ve ara kesinlik (Tablo 4-3) ¢alismalarinda elde edilen % VK
degerleri <%?2 olarak bulundu. Dogruluk ¢alismasi i¢in ¢alisma konsantrasyonun %10,

%100 ve %600’ne denk gelen numuneler ile ¢alisildi (Tablo 4-1). Geri kazanma



135

degerleri 0,5 pg/ml ¢ozeltisi i¢in (%98,800 - 99,200), 5 pug/ml ¢ozeltisi igin (%98,800 -
102) ve 30 pg/ml ¢ozeltisi igin (%98,700 - 99,100) hesaplandi. Segicilik ¢aligmasi
sonuglarina goére metanol ve asetik asitli mobil fazlarin ve formiilasyonda kullanilan
yardimc1 maddenin alikonma zamanlarin resveratroliin alikonma zamaninda girisim
yapmadigir saptandi (Sekil 4-3 — Sekil 4-5). Ayrica son olarak dayaniklik testi
kapsaminda resveratrolin mobil faz ile hazirlanmis ¢ozeltilerinin 72 saat sire ile
bozunmadig: tespit edildi (Tablo 4-5).

Sonug olarak, HPLC ile resveratrol miktar tayini yonteminin belirli kosullar altinda
stirekli olarak bekleneni gergeklestirdigi goriilmiistiir.

Mikroemdlsiyon formiilasyonlarinda kullanilacak olan bilesenler segilirken, segilecek
olan maddelerin fizikokimyasal yapilar1 optimum formiilasyon gelistirmek i¢in énemli
faktordiir. Ancak, bilesenlerin biraraya gelirken coklu etkilesimlerin mekanizmasini
anlamak gugtir (Kreilgaard, 2002).

Mikroemiilsiyon formiilasyonlar1  gelistirme c¢aligmalarinda, etkin maddenin
formiilasyona giren bilesenlerdeki ¢oziiniirliigline gore yag fazin1 olusturacak
bilesenler secilmektedir (Lopes, 2014). Bitkisel yaglar, sivilagtirma ve gevsetme
mekanizmasi ile SC lipid yapisim1 bozarak aktif bilesenlerin SC'nin alt katmanlarina
gecisini artirip penetrasyon arttirict Ozellik gosterebilir (Lane, 2013). Zeytinyagi,
deriden penetrasyonu artiran oleik asit igerdiginden yagl fazi olarak se¢ilmistir (Cicero
et al., 2018) Emulsiyon sistemlerinde oleik asit ve izopropil miristat en ¢ok tercih edilen
yagl fazlardir (Gamal M EI Maghraby, 2008; Hathout et al., 2010; S. Heuschkel, A.
Goebel, & R. H. Neubert, 2008). Ancak, izopropil miristat komodojenik yapisindan
dolay1 bu ¢alismada yagh faz olarak tercih edilmemistir (Nguyen, Dang, & Maibach,
2007). Bununla birlikte yapilan literatlr taramasinda, etkin maddenin deriden
penetrasyonu ve yagh faz icindeki c¢Oziiniirliigiiyle arasinda dogrudan bir iliski
olmadigini, penetrasyon degerlerindeki degisikliklerin yag fazinin deri tizerindeki
etkilerinden kaynaklandigi gorilmiistir (Lopes, 2014). Coziniirliik c¢alismasi
sonucunda, resveratroliin zeytin yagi igerisindeki ¢oziiniirliigii 0,14 mg /ml olarak
saptand1. Resveratroliin zeytin yag1 igerisindeki ¢ozUniirliigl ile ilgili yapilan diger
calismalarda bu deger 0,20 mg/g olarak tespit edildigi goriillmektedir (Herneisey et al.,
2016; Juskaite, Ramanauskiene, & Briedis, 2015). Degerlerin birbiri ile uyumlu oldugu
ve aradaki farkin ortam sicakligin farkli olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Resveratroliin ¢oziinlirligli ortam sicaklik degeri diistiigiinde azalmaktadir (Das, Lee,
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Chow, & Macbeath, 2020). Resveratroliin Tween 80 igerisindeki ¢oziintirligi ise 30
mg/ml olarak saptandi. Bulunan deger daha once yapilan ¢aligmalar (46,27 + 5,21
mg/ml) ile ile uyumlu olup aradaki farkin ortam sicakligindan kaynaklandigi
distiniilmektedir (B. Sharma, Igbal, Kumar, Ali, & Baboota, 2019). Bu ¢alismada
formiilasyonlara yiiklenecek resveratrol miktarinin ¢ok az olmast (%0,05 g/g) ve
kullanilan siirfaktan ¢Oziiniirlik arttirici  6zelliklerinden dolay1 etkin maddenin
¢ozinlrligiinden ¢ok, mikroemiilsiyon bilesenlerinin  optimum  formilasyon
olusturabilmeleri degerlendirildi.

Resveratroliin ¢oziiniirliik tayini sonrasinda formiilasyonlarin tasarimi ile alakali kararl
topikal formiilasyonlarin tespiti i¢in 6n ¢alismalar yapilmustir. y/s tipi mikroemdilsiyon,
y/s tipi makro emilsiyon formiilasyonlar1 etkin madde eklenmeksizin hazirlanarak
yardimc1 maddelerin oranlari ve kararli formiilasyon olusturabilmeleri incelenmistir.
Farkli oranlarda yag fazi, su fazi ve YEM karisgimlart ile cesitli farkli yapilar
olusabilmektedir. YEM maddenin, yagli fazin ve sulu fazin konsantrasyonuna ve
bilesenlerin oranina bagli olarak mikroemiilsiyon, makroemiilsiyon, jelimsi yapilarin
meydana gelmesi mumkdiinddr. Yag ile uyumlu kimyasal YEM tipini bulmak énemlidir,
clinkii bir YEM ile yagin zincir uzunlugu uyumlulugu emiilsiyon sistemlerinin olusumu
icin kritik bir asamadir. YEM tipi, sistemlerin reolojik ozelliklerinin ve damlacik
boyutunun belirlenmesinde énemli bir rol oynar (Syed & Peh, 2014). y/s ME'larinda
faz stabilizasyonu saglamak i¢in, HLB degeri >12 olan bir yiizey aktif madde
kullanmak daha uygundur (Rani, Rana, Saraogi, Kumar, & Gupta, 2019; L. Zhang et al.,
2015). Bu tez ¢alismasinda HLB degeri 15 olan Tween 80 YEM fazi olarak segildi.
Tween 80 iyonik olmayan YEM olup 6zelllikle deri olmak tzere tim biyolojik dokular
icin glvenilir bir maddedir. Emiilsiyon hazirlanmada kullanilan bir¢ok madde ile
gecimli olup ortam pH’dan etkilenmemektedir. Ayrica, hidrofilik bir madde olup, y/s
tipi emiilsiyonlarin hazirlanmasinda etkili olmaktadir. Bu avantajlarindan dolayi, topikal
formiilasyonlarin hazirlanmasinda ¢ogunlukla Tween 80 siirfaktan fazi olarak tercih
edilmektedir (Lémery et al., 2015) Formiilasyon bilesenleri ve oranlarina karar
verilebilmesi igin farkli oranlarda yag, YEM kullanilarak formiilasyon caligmalari
yapildi. Yapilan bu formiilasyon c¢alismalar1 sonucu hazirlanan formiilasyonlarin
bazilarinda jellesme meydana geldigi, bazilarinin su ilavesi ile bulaniklastigi ve
bulanikligin su ilavesine devam edildik¢e arttigi, bazilarinda ise su ilavesine ragmen

bulaniklik seviyesinin degismedigi goriildi (Sekil 4-10). Farkli fazlarin tayin edilmesi
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basit bir gorsel degerlendirme ile yapilabilmektedir. Mikroemiilsiyonlar seffaf ve berrak
bir goriintii sergilerken, makroemiilsiyonlar bulanik veya siit goriiniimiinde olup belli
bir siire sonra faz ayrimina ugrayabilir (Alany, Tucker, Davies, & Rades, 2001).
Mikroemiilsiyon formiilasyonlarin hazirlanmasi esnasinda, karistirma hizi, faz ortami
sicakliklar, fazlarin eklenme sirasi gibi faktorler ©nemli olmaktadir. Ancak,
termodinamik olarak kararli olan bu yapilarin hazirlanmasinda fazlarin eklenme
onceligi onemli degildir (Rosano, Cavallo, Chang, & Whittam, 1988). Bu ¢alismamizda
su fazinin akiciligimin iyi olmasindan dolay1 olast madde kayiplarin 6niine gegmek icin
daha Onceden karistirilan yag fazi ve YEM karigsimi iizerine damla damla su fazi ilave
edildi. Oncelikle oda sicakliginda yapilan karistirmalarda berrak goriintiiye sahip
mikroemilsiyonalarin elde edilmedigi goriiliip yag fazi ve su fazi sicaklari ayri ayri
40°C getirilerek mikroemiilsiyonlarin olustugu gézlemlendi. Manyetik karistiricida 300
rpm ile karigtirilan fazlarin berrak goriintii olusturmadigi tespit edildi. Manyetik
karistirict hizi 600 rpm hiza cikarilarak oncelikle yag faz1 ve YEM karisimi1 homojen
hale getirildi. Aym1 hizla karistirilmaya devam edilerek sulu fazin damla damla
eklenmesi sonunda berrak gorintuniin elde edilemedigi tespit edildi. Daha sonra su fazi
damla damla eklenirken manyetik karistirict hiz1 1250 rpm kadar ¢ikartildi ve bu islem
stire¢ sonunda seffaf gortintimlii mikroemdalsiyon formdilasyonlarin olustugu goriildii.
Boylelikle mikroemiilsiyon hazirlama metodu belirlendi.

Formiilasyon ¢alismalarinda formiilasyonlarn  akigkanhigmin iyi ve berrak
goriinimde  olmasi1  gibi  bulgulara dayanarak ¢alismamizda  hazirlanacak
mikroemiilsiyonlardaki formiilasyon bilesenlerin oranlari igin se¢im yapildi (Tablo 4-7).
Uggen faz diyagramlan ¢izilerek noktasal ¢alisma ile mikroemiilsiyon, emiilsiyon ve jel
formiilasyonlarin meydana geldigi alanlar belirlendi. Formiilasyonumuzda YYEM nin
kullanilmamas1 ve tek c¢esit yag ve YEM’nin kullanilmasi ile zamandan tasarruf
saglanarak daha hizli deneylerin yapilmasi saglandi.

Oleik asidin uzun zincirli trigliseridleri zeytinyagini olusturmaktadir. Zeytinyagi uzun
zincirli trigliserid yapisindan dolay:1 yiiksek molekiiler agirhigmina (1382.2 g/mol)
sahiptir. Bu 0Ozelligi zeytinyagi ile mikroemiilsiyon olusumunu zorlastirir (Garti,
Yaghmur, Leser, Clement, & Watzke, 2001; Syed & Peh, 2014). Mikroemilsiyon
formiilasyonlarinda tek basina yag fazi1 olarak kullanildiginda suda dagilma oraninin
oldukea diisiik oldugu yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir (Djekic & Primorac, 2008; Z.
Wu, Joo, Lee, & Lee, 2005).
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Derinin bariyer gérevini goren SC’un Yyapisinda yer alan korneosit hiicreleri membranin
su tutma miktarin1 diizenler. Formiilasyondaki su oranin yiliksek olmasi derinin
hidratasyonunu artirarak, SC yapisindaki korneosit hiicrelerin sismesine neden olup,
hiicreler arasinda ilacin gegebilmesini saglayan yolaklar olusturarak etkin maddenin
gecisini artirir  (Yuan, Li, Mo, & Zhong, 2006). Bdylelikle, topikal uygulanan
formiilasyonlarin su igerigi deriden gegislerde 6nemli faktor olmaktadir.

YEM, SC lipidlerinin artan bozulmasini kolaylastirirken formiilasyon stabilitesinin
korunmasina katkida bulunur (Lane, 2013). Deri tahrisi, yliksek konsantrasyonda yiizey
etkin madde iceren topikal bir formilasyonla induklenebilir. Bu nedenle, topikal
formiilasyonda yiiksek konsantrasyonda yiizey aktif madde kullanmaktan kaginilmalidir
(Djekic & Primorac, 2008; Kreilgaard, 2002). Bu nedenle iicgen faz diyagramlari
tizerindeki alanlardan YEM icerik orani en diisiik olanlar secilmeye dikkat edildi. Bu
calismada YEM olarak kullanilan Tween 80 uzun zincir yapisina sahip oldugundan tek
bagina y/s mikroemiilsiyonlarini olusturabilmektedir (M Jayne Lawrence, 1994;
Malcolmson & Lawrence, 1993, 1995; Tenjarla, 1999). Bununla birlikte, YYEM’ler,
araylizey bolgesinden dis faza partisyonundan dolayr seyreltmeden kaynakl
mikroemiilsiyonun bozulmasina neden olabilir (Warisnoicharoen, Lansley, &
Lawrence, 2000).

Bu calismada etkin madde olarak kullanilan resveratrol suda c¢oziinmeyip yagda
¢ozlinen bir madde oldugu icin formiilasyondaki yag oranin da yeterli miktarda olmasi
onemli bir durumdur. Daha 6nce de belirtildigi gibi, diisiik miktarda resveratrol (% 0,05
g/g) iceren berrak goriinlimlii formiilasyonlardan diisiik miktarda yag ve yiiksek
miktarda su iceren formulasyonlar segildi.

Uggen faz  diyagramlart  mikroemilsiyon  formiilasyonlarin  hazirlanmasini
kolaylastirmaktadir (Rani et al., 2019). Ayrica nano boyutlu emiilsiyonlarin olusumunu
kolaylastiran eksipiyanlarin konsantrasyon araliginin belirlenmesi bu faz diyagram
sistemleri ile saglanmaktadir (Ibrahim, Abdallah, El-Megrab, & EI-Nahas, 2018).
Ucgen faz diyagram iizerinde y/s tipi berrak goriintiiye sahip mikroemiilsiyonlarm ¢ok
dar bir alana sahip oldugu gorulmektedir (Sekil 4-6). Mikroemiilsiyonlarin dar bir
alanda meydana gelmesinin nedenlerinden biri de formilasyonda YYEM
kullanilmamasina baglandi (M Jayne Lawrence & Gareth D Rees, 2000).

Faz diyagrami incelendiginde y/s emulsiyonun ti¢cgen faz diyagramin orta yukari ve sol

bolgelerinde (su igerigi yiiksek olan bolgeler) meydana gelirken, (cgen faz
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diyagraminin saginda (yag icerig yiiksek bolgeler) s/y tipi emilsiyonlarin meydana
geldigi goriilmektedir. (Sekil 4 -7 ve Sekil 4-8). YEM olarak kullanilan Tween 80’nin
HLB degeri yiiksek oldugundan dolay1 (HLB: 15) licgen faz diyagrami iizerinde genis
bir alanda y/s emiilsiyonlarin olustugu goriilmektedir (Sekil 4-7). Su fazi igeriginin %20
- 60 araliginda oldugu formiilasyonlarin jel yapida oldugu saptandi (Sekil 4-9). Su
iceriginin %60’tan yiiksek olmasi sismis olan jel yapisini dagitip dispers sistem
olusturdu goriildii. Su fazi oraninin %20’den diisiik olmasi jel yapisint olugturmak igin
yeterli olmadigi belirlendi. Bu durum, yiizey etkin madde zincirlerinin sismesi igin
kritik olan polioksietilen gruplarini hidratlamak i¢in dispersiyon sistemlerinde %20'den
fazla su igerigine ihtiya¢ duyulduguna baglanmistir (Syed & Peh, 2014). Sulu faz
igeriginin %75 ten biiylik oldugu seffaf formiilasyonalarin daha iyi bir akiciliga sahip
oldugu tespit edildi. Seffaf goriiniimlii mikroemiilsiyon formiilasyonlarin elde edilmesi
icin YEM’nin yag fazi oraninin 12:1’°den biiyiik olmasi gerektigi saptandi.
Mikroemdlsiyon olusum alanindan, optimum oldugu 6n goriilen seffaf gortiniimlii 18
adet formiilasyon 72 saat boyunca ortam sicakliginda bekletildi. Daha sonra fiziksel
goriintli ve akicilik 6zelligine gore degerlendirilen formilasyonlardan 7 tanesi olumlu
olarak degerlendirildi. Bu formiilasyonlar Boliim 3.2.8.3’te anlatildigi bicimde 6n
stabilite testlerine tabi tutuldu. Hizlandirilmis stabilite yontemleri, zorlayici kosullarin
uyguladiklar1 stres sebebiyle emiilsiyonlarin uzun siireli stabilite durumlarinin
degerlendirilmesnde kolaylik saglamak amagl kullamlabilir. On stabilite testlerinde
sonucunda bazi formiilasyonlarda faz ayrimi, ¢epere yapigma, kremalagsma gibi sorunlar
gozlemlenirken, kararligi bozulmayan ME4, ME5, ME6, ME8 ve ME9 kodlu
formiilasyonlar Bo6liim 3.2.8.4’te anlatildigi bigimde damlacik boyutu ve damlacik
boyutu dagilimlart incelendi. Damlacik boyutu bilyiikliigii, stabiliteyi ve etkin madde
salinim1 etkilemesi nedeniyle mikroemiilsiyonlarn en Onemli karakterizasyon
testlerinden biri olarak kabul edilir (Zaichik et al., 2018). Damlacik boyutu
biiytikliigiiniin kiigiiltiilmesi, aktif bilesenlerin deri yoluyla penetrasyonunun artmasina
katkida bulunur (Kaur & Ajitha, 2019). Damlacik boyutlart1 140 nm’nin altinda olan
seffaf goriinlimlii termodinamik olarak stabil formiilasyonlar mikroemiilsiyon olarak
kabul edilmektedir (Kreuter, 2014). Bu tez calismasinda hazirlanan etkin madde
icermeyen mikroemiilsiyonlarin ortalama damlacik boyutlarinin 12,42 — 30,48 nm
arasinda oldugu goruldu (Sekil 4-12 — Sekil 4-17).
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Formiilasyonlarin damlacik boyutlarin homojen bir dagilima sahip olup olmadiginin
tespit etmek icin polidispersite indeksi degerlendirildi. Transdermal ilag tastyici
sistemleri i¢in gelistirilmis olan polimer bazli nanopartikiiller (PDI < 0.2) ve lipid bazli
tasiyici sistemler (PDI < 0.3) disinda dermal tasiyici sistemler i¢in sabit PDI degerleri
aralig1 yoktur (van Staden, du Plessis, & Viljoen, 2020). Dinamik 11k sagilim1 teknigi,
kiimelenmis kii¢iik parcaciklari tek bir biiylik parcacik olarak algilayabilir, bu nedenle
mikroskobik teknikler, genel olarak farmasoétik aralik olarak kabul edilen PDI degerleri
araliginin (0.05 - 0.7) asilmasi1 durumlarinda daha uygun olabilir (Danaei et al., 2018).
PDI degerleri sirasiyla 0,722, 0,688, 0,902 olan ME4, ME5 ve ME6 kodlu
formiilasyonlarin damlacik boyut dagilimi homojen olmayip biiyiik olasilikla uzun
stireli stabilite testlerinde damlacik birlesmesi ve sonunda faz ayrimi géziikmesi olacagi
tahmin edildiginden, sonraki ¢alisma asamalari i¢in kullanilmadi. PDI degerleri sirasiyla
0,200, 0,145 ve 0,207 olan MES8, ME9 ve ME10 kodlu formiilasyonlar damlacik boyutu
dagilimi bakiminda kabul edilebilir aralikta oldugu goriildii. Yapilan literator
taramasinda daha once yapilan calismalarin PDI degerleri ile uyumlu olduklar
gorulmektedir (Tang et al., 2019). ME8 ve ME9 kodlu formilasyonlar etkin madde
yuklenecek formilasyonlar olarak belirlendi.

Nanopartikiillerin kararlilig1 ayrica kismen olarak, partikiiller arasindaki elektrostatik
itici etkilesimlerin biiyiikliigiinii veren bir parametre olan yiizey zeta potansiyeline de
baglidir (Doane, Chuang, Hill, & Burda, 2012). Yiiksek zeta-potansiyeli, yukli yizeyler
elektrostatik itme ile nanoparcaciklarin toplanmasini ve kaynasmasini engelledigi i¢in
iyi dagilim kararlihigini gosterir. Zeta potansiyeli -10 ile +10 mV arasinda olan
nanopartikiller yaklasik olarak notr olarak kabul edilirken, zeta potansiyeli +30 mV'den
buyik veya -30 mV'den az olan nanopartikiiller sirasiyla kuvvetli katyonik ve kuvvetli
anyonik olarak kabul edilir (Clogston & Patri, 2011). Cogu hiicresel membran negatif
yukli oldugundan, zeta potansiyeli bir nanoparcacigin membranlara niifuz etme
egilimini etkileyebilir, katyonik pargaciklar genellikle hiicre duvar1 bozulmasi ile iliskili
daha fazla etki gosterir (Carter, Narasimhan, & Wang, 2019; Clogston & Patri, 2011,
"Multifunctional Systems for Combined Delivery, Biosensing and Diagnostics,” 2017).
Elde edilen negatif yukliu zeta-potansiyel degerleri, yag fazinda serbest yag asitlerinin
varligindan kaynaklanmaktadir (Umerska et al., 2016). Serbest yag asitleri, dermal ilag
penetrasyonu arttirmak i¢in SC lipidlerinin bozulmasi ve akiskanlastirilmasiyla islev

goren penetrasyon arttiricilar sinifina girmektedir (Lane, 2013; van Zyl, du Preez,
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Gerber, du Plessis, & Viljoen, 2016; Vaughn, Clark, Sivamani, & Shi, 2018; Viljoen,
Cowley, du Preez, Gerber, & du Plessis, 2015). Bu nedenle, negatif yukli
formilasyonlar, pozitif yukli formiilasyonlara kiyasla dermal ila¢g penetrasyonda daha
az ectkili olmaktadir (Carter et al., 2019). ME8 ve ME9 kodlu mikroemiilsiyonlarin zeta
potansiyellerin sirasiyla -12,2 mV ve -10,6 mV oldugundan nétr ve hafif anyonik olarak
saptand1 (Sekil 4-18 ve Sekil 4-19) . Yapilan literatiir taramasinda bu ¢aligmada elde
edilen zeta potansiyeli degerlerin daha once yapilan calismadan daha yiiksek oldugu
gorulmektedir (Y. Chen, Zhang, Yang, & Sun, 2015).

Formiilasyonlarin kararligin1 ve etkinligini destekleyen fiziksel karakterizasyon testleri
kapsaminda MES, ME9 kodlu formiilasyonlarin pH, iletkenlik ve viskoziteleri
degerlendirildi.

Emulsiyon tipi preparatlarin faz sistemlerine gore tip tayini yapilabilmesi igin iletkenlik
Olcim testleri kullanilmaktadir (Peltola et al., 2003). Formiilasyonlarin igerisindeki su
icerigi artikca iletkenlik degeri artmaktadir. Formiilasyonlarin iletkenlik degerlerinin
100 uS/cm ye yakin olmasi, bunlarin su i¢inde yag tipi emiilsiyonlar oldugunu
gostermektedir (Barot, Parejiya, Patel, Gohel, & Shelat, 2012; M. R. Patel, Patel,
Parikh, Solanki, & Patel, 2009; Salimi, Zadeh, & Moghimipour, 2013). ME8 ve ME9
kodlu formiilasyonlarin Iletkenlik degerleri sirastyla ve 127,7 £ 0,10 ve 124,3 + 0,08
olarak Ol¢iildiigiinden mikroemiilsiyon tiplerinin y/s oldugu saptand: (Tablo 4-13).
Ayrica su igeriginin artmasi ile iletkenligin artig1 gozlemlendi. Bu durum daha once
yapilan bilimsel ¢aligmalar ile uyumlu olmaktadir (Kalaitzaki, Poulopoulou, Xenakis, &
Papadimitriou, 2014).

Formiilasyonun pH degeri etkin maddelerin iyonizasyon derecesi agisindan 6nem
arzetmektedir. 5.0-9.0, dermal ila¢ uygulamalart i¢in uygun bir pH degeri araligidir
(Rastogi & Yadav, 2014). Bununla birlikte, dermal ila¢ uygulama sistemleri icin
optimal pH, dogal deri pH degerlerine yakin olan 4-5 araligidir. ME8 ve ME9 kodlu
formilasyonlarin pH degerlerin sirasiyla 6,36 + 0,03 ve 6,28 £ 0,01 olduklar1 saptandi
(Tablo 4-12). Resveratrol igermeyen formiilasyonlarin hafif asidik yapida oldugu bunun
da yag fazinin yag asitleri yapisindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Reolojik Ol¢limler sonunda ME8 ve ME9 mikroemiilsiyonlarin diisiik viskozite
gosterdikleri gorildi (Tablo 4-8 — Tablo 4-11). Yapilan literatiir taramasinda viskozite
degerlerin daha 6nce yapilan ¢aligmalar ile uyumlu olduklart gériildi (M. R. Patel et al.,
2009).
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ME9 kodlu formilasyonun TEM goruntuleri, i¢ faz damlaciklarin uygun bir yapida
oldugunu gosterdi (Sekil 4-28).

Resveratrol yliklenecek makro emiilsiyonlarin belirlenmesi i¢in tiggen faz diyagrami
tizerinde makro emiilsiyon olusum alanindan, optimum oldugu 6n goriilen bulanik ve
st gorinimli 24 adet formiilasyon 72 saat boyunca ortam sicakliginda bekletildi. Daha
sonra fiziksel goriintii ve akicilik ozelliklerine ve faz ayrimi olup olmamalarina gore
degerlendirilen formilasyonlardan 13 tanesi olumlu olarak degerlendirildi. (Tablo 4-14)
Bu formulasyonlar Bolim 3.2.12.2°de anlatildig1 bi¢imde ©n stabilite testlerine tabi
tutuldu. On stabilite testlerinde kararligi bozulmayan E19, E21, E23 ve E24 kodlu
formiilasyonlar Boliim 3.2.8.4°te anlatildigi bigimde damlacik boyutu ve damlacik
boyutu dagilimlar1 incelendi. Makroemiilsiyonlar damlacik boyutlar1 200 — 10000 nm
arasinda olan bulanik veya siit gorinimlii kinetik olarak stabil olan kolloidal
sistemlerdir (Prince, 2012). Resveratrol icermeyen makro emiilsiyon formiilasyonlarin
ortalama damlacik boyutlar1 193,1 — 3429 nm arasinda saptand1 (Sekil 4-29 — Sekil 4-
32).

Makro emiilsiyon formiilasyonlarin PDI degerlerinin 0,212 — 0, 386 araliginda oldugu
saptand1 (Sekil 4-29 — Sekil 4-32). PDI degerlerin daha dnce de belirtilen farmasotik
emdlsiyon sistemler i¢in kabul edilebilir araliktadir. Ortalama damlacik boyutlar1 farkli
olan formiilasyonlarin PDI degerleri arasinda biiyiik fark bulunmadigindan dolay1 en
kararli formiilasyonu tespit etmek icin bu formilasyonlar etkin madde yuklenecek
formulasyonlar olarak belirlendi. Ayrica, PDI degeri 0,212 olan ve ortalama damlacik
boyutu 3429 nm olan E21 kodlu formiilasyon optimum en yakin formiilasyon olarak
ongoridiiginden dolay1r zeta potansiyeli degelendirildi. Zeta potansiyeli -8,67 mV
olarak 6lctlen emilsiyon nétr formiilasyon olarak degerlendirildi (Sekil 4-33).

Fiziksel karakterizasyon c¢aligmalart kapsaminda E19, E21, E23 ve E24 kodlu
formiilasyonlarin pH, iletkenlik ve viskozite dlglimleri degerlendirildi. Iletkenlik 6lgiim
degerleri (129,8 + 0,25 — 136,8 = 0,1) bunlarin y/s tipi emdiilsiyon olduklarin
gostermektedir (Tablo 4-24). pH o6lglmlerin 4,62 — 4,74 araliginda saptanmasi hafif
asidik olduklarini gostermektedir (Tablo 4-23). Bu pH degerleri saglikli deri pH yakin
oldugundan dolay1 deriden uygulamalar i¢in uygun olarak degerlendirildi.
Emiilsiyonlarin bekletilmesi sirasinda damlacik boyutunda veya sayisinda veya
emiilsifiye edici ajanin migrasyonunda bir degisiklik, goriiniir viskozitedeki bir

degisiklik ile tespit edilebilir. Emiilsiyonlar genelde non-Newtonian akis gostermektedir
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(Khan et al., 2011). y/s emdlsiyonlarinda meydana gelen flokiilasyon formilasyonlarda
ani bir viskozite artisina neden olmaktadir (Khan et al., 2011). Viskozite Ol¢iim
degerleri ile formiilasyonlarin non- Newtonian akis gosterdikleri belirlendi (Tablo 4-15
— Tablo 4-22).

Emuilsiyon tipi kolloidal sistemlere iki farkli sekilde etkin madde yiiklenebilmektedir.
Birinci yontemde, etkin madde ¢6ziindiigii faza eklenerek daha sonra iki farkli fazin
karistirtlmasi yapilmaktadir. Ikinci yontemde ise formilasyonlar hazirlandiktan sonra
etkin madde yiiklenmesi yapilmaktadir. Yapilan c¢alismalarda etkin maddenin
¢ozlindiigii faza eklendikten sonra mikroemiilsiyonun hemen olustugu, mikroemiilsiyon
olusturulduktan sonra etkin maddenin yiiklenebilmesi i¢in 48 veya 72 saat karistirilarak
dengeye gelmesi icin beklenilmesi gerektigi goriilmistiir (H. Chen et al., 2006; Peltola
et al., 2003). Bu caligmada etkin madde olan resveratrol yag fazi ve YEM karigiminda
coziilerek, daha sonra iizerine su fazi ilave edilerek formilasyonlara yuklendi.
Belirlenen mikroemiilsiyon ve makroemiilsiyon formiilasyonlarmin fizikokimyasal
ozellikleri ile ilgili degerlendirmeler yapildi. Bu kapsamda, mikroemiilsiyonlarin ve
makroemiilsiyonlarin damlacik boyutu, damlacik boyutu dagilimi (PDI), zeta
potansiyelleri, pH, iletkenlik ve reolojik dzellikleri incelendi.

ME8 ve ME9 kodlu formilasyonlara etkin madde yiiklenmesi sonrasi,
formiilasyonlarda faz ayrigsmasi, kremalasma gibi kararsiz hal durumlar1 gézlenmedi.
Etkin madde iceren formilasyonlarin damlacik boyutlarinda etkin madde igermeyen
formilasyonlara gore buyik bir degisiklik (12,27 - 12,34 nm) go6zlenmedi.
Formiilasyonda bulunan yagli fazin etkin maddenin tiimiinii ¢6zebilecek miktarda
olmasindan dolayi, YEM‘nin resveratroliin ¢oziiniirliigiinii artirma etkisine ragmen,
etkin maddenin biiylik olasilikla yiizeyler arasi tabakaya geg¢mesini ve damlacik
boyutunda bilylime meydana gelmesini engellemistir (Juskaité, Ramanauskiené, &
Briedis, 2015; Saribey, Kahraman, ERDAL, & GUNGOR, 2021). Bu ¢alismada daha az
miktarda YEM (20,8 g) kullanilmasina ragmen daha once yapilan calismaya gore
(YEM: 33,8 g, damlacik boyutu: 70,3 — 74,0 nm)) ortalama damlacik boyutunun daha
kiiglik oldugu saptandi1 (Cho, Kim, Bae, Mok, & Park, 2008).

RES-MES formiilasyonun PDI degeri 0,103 iken RES-ME9 formiilasyonun PDI degeri
0,046 olarak saptandi. RES-ME9 mikromedilsiyon formilasyonun zeta potansiyel degeri
-2,13 mV olarak saptandi. Yapilan literatiir taramasinda zeta potansiyel degerinin daha

once yapilan ¢alismalarla uyumlu oldugu gortldi (Y. Chen et al., 2015; Tang et al.,
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2019). MES8-RES mikroemiilsiyon formiilasyonu kararlilik gostermediginden zeta
potansiyeli degeri homojen olarak degerlendirilmedi (Sekil 4-22).

Etkin madde yiiklenen makro emiilsiyon formiilasyonlarin damlacik boyutlarin artigi
goriildi (Sekil 4-34 — 4-37). Optimum formulasyon olarak dngoérulen E21-RES kodlu
formiilasyonun ortalama damlacik boyutunun 4965 nm ve PDI degerinin 0,210 oldugu
saptand1. Damlacik boyutu ve PDI degerleri emiilsiyon tipi formiilasyonlar i¢in daha
once belirtilen deger araligindadir. Zeta potansiyeli degerinin -3,95 mV oldugu ve notr
formilasyon olarak kabul edilen formulasyonun etkin madde yuklendikten sonra zeta
degerinin diisiik oranda azaldig1 saptandi.

Etkin madde yikli ME8-RES ve ME9-RES kodlu formiilasyonlarin pH, iletkenlik ve
viskozitleri degerlendirildi. Etkin madde yuklendikten sonra formilasyonlarin fiziksel
ozellliklerini korudugu goriild.

Makro emiilsiyon formiilasyonlar1 etkin madde yiiklendikten sonra pH, iletkenlik ve
viskozite Olgumi degerlendirildi. E19, E21, E23 ve E24 makro emiilsiyon
formiilasyonlarin, etkin madde ile yiklendikten sonra da fiziksel 6zelliklerini korudugu
goraldi. Resveratrol icermeyen makro emilsiyonlara gore buyik bir degisiklik
saptanmadi.

Difiizyon hiicresi kullanilarak in vitro ortamda etkin maddenin seliloz asetat
membrandan (0,45 um) gecisi, ex-vivo ortamda ise; domuz kulagi derisinden (dogal
membran) etkin maddenin ge¢isinin arastirildigi calismalarda resoptor faz olarak
derisimde etanol su karisimi (1:1) kullanildi. Ayrica sink kosulunu saglamak icin 5 g/L
derisimde Tween 20 igeren etanol distile su karisgimina eklenmistir (Scalia et al., 2015).
Resveratroliin gelistirilen mikroemiilsiyon, makro emdiilsiyon formiilasyonlarindan ve
standart ¢ozeltiden in-vitro ortamda Once seliiloz asetat membrandan gegisi incelendi.
Elde edilen sonuglar1 12 ve difiizyon Kkatsayisina gére degerlendirildiginde (Tablo 4-26)
formiilasyonlarin salim profillerin Higuchi kinetik modeline gére daha uygun oldugu
saptandi. ME9 formiilasyonundan etkin maddenin salinimin yavas oldugu ama 6 saatin
sonunda en ¢ok madde gegisin oldugu goriildi (Tablo 4-25). Standart ¢ozeltiden
resveratrol salimmmim hizli bir sekilde basladigi tespit edildi. Standart cozeltinin
viskozitesinin  gorsel olarak degerlendirildiginde mikroemiilsiyon ve makro
emiilsiyondan daha diisiik oldugu goriildii. Viskozitesi daha diisiik olan sistemlerden
etkin madde salimi1 daha hizhidir (Tas, Ozkan, Okyar, & Savaser, 2007). Ayrica makro

emulsiyon formilasyonuna gore daha ¢ok madde salinimin olmasi standart ¢ozelti
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icerisinde yer alan etanoliin yiiksek ¢ozebilme kabiliyetine baglandi. Makro emiilsiyon
formiilasyonlarindan etkin madde salinimin daha diisiik olmasi damlacik boyutunun
biiyiikliigiinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Damlacik boyutunun kii¢iik olmasi
penetrasyon icin etkilidir (Paolino, Ventura, Nistico, Puglisi, & Fresta, 2002).
Emiilsiyon bazli sistemlerden etkin madde salinimi, ¢oziiniirliige ve sulu faz ve yaglh faz
arasindaki partisyon katsayisina bagli degisebilmektedir (Hu, Yen, Wang, & Chu,
2018). Resveratroliin sudaki ¢ozinirligi yagdaki ¢Oziiniirliigiinden daha diistik
oldugundan, standart ¢ozeltiden salinimi daha hizli olmaktadir. ME9 mikroemilsiyonu,
E21 makroemilsiyonu ve standart ¢Ozeltiden etkin maddelerin seliloz asetat
membrandan gecen miktarlar1 tek yonli varyans analizi ile istatistiksel olarak
degerlendirildi. In vitro calismada tiim formiilasyonlarin 6 saat sonunda salim yaptiklar
etkin madde miktarlar1 anlamli fark gdstermistir (p<0,05). ME9 mikroemilsiyonu, E21
makro emilsiyonu ve standart ¢6zelti formiilasyonlarin 6 saat sonunda seliiloz asetat
membrandan yaptiklart salim miktarlarin ortalamalar1 ikiserli gruplar halinde
karsilastirildi ve t-Testi ile degerlendirildi. /n vitro ¢aligmada 6 saat sonunda ME9
mikroemilsiyonu, standart ¢0zelti ve E21 makro emiilsiyonu formiilasyonlarin ikiserli
gruplar halinde karsilastirilmasinda tiim gruplarin birbirinden istatistiksel olarak anlamli
bir fark gosterdigi saptandi (p<0,05).

Bundan sonraki asamada ise bu formilasyonlar ile ex vivo ortamda resveratroliin domuz
kulagi derisinden gegis caligmasi yapilmistir. Topikal kozmetikler s6z konusu
oldugunda, etkin maddenin diger deri katmanlarinda tutulabilmesi igin SC iginden niifuz
etmesinin arttirilmasi 6nemlidir. Etkin maddenin deride istenilen etkiyi gésterebilmesi
sistemik dolasima ge¢meden derinin kan damar1 icermeyen tabakalarda tutulmasi
gerekmektedir (Marto, Ascenso, Simoes, Almeida, & Ribeiro, 2016). Daha 6nceki
caligmalarda 3 pm'den kiiciik damlaciklara sahip formiilasyonlarin difiizyon yoluyla ve
kil folikiilleri yoluyla deriye niifuz ettigi, 3 um - 10 um arasinda degisen biiyiikliikteki
damlaciklara sahip formiilasyonlarin ise kil folikiillerinden deriye niifuz ettigi
belirtilmistir (Marto et al., 2019). Damlacik boyutlart >10 pm olan formilasyonlar deri
yilizeyinde kalma egilimindedir ve aktif madde sonunda damlaciklardan deriye yayilir.
Makroemiilsiyonun damlacik boyutundan dolayr topikal kozmetikler igin,
mikroemiilsiyonlarin ise hem damlacik boyutu hem de salim siiresi bakiminda sistemik

dolasim i¢in daha uygun olabilecegi dngorulmektedir. Standart ¢ozeltiden resveratroliin
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hizli ve c¢ok miktarda ge¢cmesi topikal uygulamalar i¢in uygun olmadigini
gostermektedir.

Zamana kars1 kiimiilatif deriden gecen resveratrol grafiginde dogrusal kisminin
egiminden etkin maddenin deriden gecisinin kararli duruma ulastig1 kabul edilerek, aki
degerleri hesaplandi. Calismada dondr fazda uygulanan formilasyondaki resveratrol
konsantrasyonuna gore formiilasyonlardan resveratrol’iin gegirgenlik katsayis1 degerleri
hesapland1 (Tablo 4-29). Oncelikle 24 saat sonunda, kat1 mikroigne ile islem gérmemis
domuz kulagi derisinden gecen resveratrol miktar, ME9 formiilasyonunda 0,004 +
0.0002 mg/cm?, E21 formiilasyonunda 0,001 + 6,67x10° mg/cm? ve standart ¢ozeltiden
formiilasyonunda 0,013+0.0001 mg/cm? olarak bulunmustur. Sonug olarak gelistirilen
ME9 formilasyonu kati mikroigne ile islem goérmemis domuz kulagi derisinden E21
formulasyona gore 24 saatin sonunda daha iyi gecis gostermistir (Tablo 4-28). Standart
cozeltinin icerigindeki etil alkoliin derinin yapisin1 bozarak gecisi artirdigi ve hizli bir
salim gosterdigi saptandi (Sekil 4-48). ME9 mikroemdlsiyonu, E21 makroemiilsiyonu
ve standart ¢ozeltiden etkin maddelerin domuz kulagi derisinden gegen miktarlar tek
yonli varyans analizi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. EX vivo g¢alismada tiim
formulasyonlardan 24 saat sonunda reseptor ortama gegen etkin madde miktarlar
anlamli fark gostermistir (p<<0,05). ME9 mikroemdilsiyonu, E21 makro emulsiyonu ve
standart ¢ozelti formiilasyonlarin 24 saat sonunda domuz kulag: derisinden yaptiklari
resvetratrol gecis miktarlarin ortalamalari ikiserli gruplar halinde karsilagtirildi ve t-testi
ile degerlendirildi. Ex vivo calismada 24 saat sonunda ME9 mikroemiilsiyonu, E21
makromedlsiyonu ve standart ¢Ozelti formiilasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark oldugu gorildi (p<0,05).

Ayrica bu formiilasyonlar Bolim 3.2.15 ‘te anlatildig: sekilde ex-vivo ortamda kati
mikroigne islem gormils domuz kulagi derisinden yapilan gecis ¢aligmalar
karsilastirilmistir (Tablo 4-30). Kati mikroigne ile islem gormiis domuz kulagi
derisinden 24 saat sonunda gegen resveratrol miktart ME9 formulasyonunda 0,008 +
0.0002 mg/cm?, E21 formiilasyonunda 0,0027 + 0,0001 mg/cm? ve standart cozelti
formiilasyonunda 0,021 + 0,0001 mg/cm? olarak bulunmustur. Kati mikroignelerin
deriden gecisi artirma orani, mikroignelerin deri iizerinde olusturduklar1 goézenek
sayisina ve ¢apina baglidir. Ayrica mikroignelerin uygulama sayis1 da dolayl olarak
deriden permeasyonu etkileyen faktorlerdendir (Mojeiko, de Brito, Salata, & Lopes,

2019). Daha once yapilan bir ¢alismada 8 kez domuz derisine uygulanan kati
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mikroigneler, biiyiikk miktarda etkin maddenin deriden gecisini artirmistir (Mojeiko et
al., 2019). Bu c¢alismamizda mikroigneler 3 kez deriye uygulandiginda, daha once
yapilan caligmalardaki gibi yiiksek oranlarda (%550,9) artislarin meydana gelmedigi
goruldu (Paleco, Vucen, Crean, Moore, & Scalia, 2014). Kat1 mikroigne uygulanan
derilerden 24 saatin sonunda reseptor faza gegen etkin madde miktar1 standart ¢ozeltide
1,6 kat artarken, ME9 mikroemiilsiyonu ve E21 makro emiilsiyonu formiilasyonlarindan
sirastyla 2,04 ve 1,8 kat artmistir. Bununla birlikte kat1 mikroigne uygulanmamis deride
24 saatin sonunda reseptor fazda etkin madde tespit edilirken, mikroigne uygulanmis
deride 6. saatin sonundan itibaren etkin maddenin tespit edildigi goriilmektedir. Bu da
mikroignelerin  etkin maddenin deriden ge¢gmeye baslamasini  hizlandirdigini
gostermektedir. Daha sonra yapilacal transdermal ¢alismalarda biyoyararlanimi sorunu
istesinden gelmek i¢in iyi bir yontem olarak diisiiniilebilir.

Mikroemdlsiyon formilasyonu, makro emulsiyon formilasyonu ve standart ¢ozeltiden
elde edilen sonuglar tek yonlu varyans analiziyle (ANOVA) istatistiksel olarak
degerlendirildi. Kat1 mikroigne ile yapilan ex vivo ¢alismada ME9, E21 ve standart
cozelti formilasyonlarinda 24 saat sonunda deriden gegen madde miktarlar1 arasinda
anlamli bir fark oldugu goriildi (p< 0,05). Bu formilasyonlarin 24 saat sonunda kati
mikroigne ile islem gormiis domuz kulagi derisinden yaptiklari resvetratrol gecis
miktarlarin  ortalamalar1 ikiserli gruplar halinde karsilastirildt ve t-testi ile
degerlendirildi. Ikiserli gruplar halinde yapilan t-testine gére 24 saat sonunda ME9
mikroemiilsiyonu, E21 makromeiilsiyonu ve standart ¢ozelti formiilasyonlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriildii (p<0,05).

Bu calismadan elde edilen salim verileri degerlendirildiginde; seliilloz asetat membran
ve domuz derisi ile yapilan salim c¢alismalarina ait sonuclar karsilastirildigi zaman
formiilasyonlardan etkin maddenin salim hiz1 ile deriden gecis hizlar1 arasinda (aki)
farklilik oldugu goézlendi (Tablo 4-27 ve Tablo 4-29). Bu durum formilasyon
bilesenlerinin SC’un bariyer etkisini saglayan yapisindaki lipit tabaka ile etkilesimine
bagli olabilecegi diisiiniilmektedir (S. Heuschkel et al., 2008).

Kati mikroigne islem gormiis derilerden gecen resveratrol miktarlarin tiim
formilasyonlarda artigi saptandi. 24 sonunda kati mikroigne ile islem gormiis ve kati
mikroigne ile islem gérmemis derilerden gegen ortalama etkin madde miktarlar1 her bir
formdulasyon igin t-testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. ME9 mikroemiilsiyonu,

E21 makroemiilsiyonu ve standart ¢ozelti formiilasyonlarindan 24 saat sonunda reseptor
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ortammna gegen ortalama etkin madde miktarlarin anlamli olarak arti§i saptandi
(p<0,05).

Uzun sireli stabilite ¢alismalarinda resveratrol iceren ME9 mikroemiilsiyonu ve E21
makro emiilsiyonu formiilasyonlarin fiziksel gorintmleri, damlacik biyiiklukleri,
polidispersite indeksleri, zeta potansiyelleri, viskoziteleri ve etkin madde miktar tayini
sonuglart degerlendirilmistir.

6 ay boyunca 25°C + 2 sicaklik ve %60 £ 5 nem ortaminda muhafaza edilen ME9
mikroemiilsiyonun, fiziksel goriinlis, damlacik biiyiikligi, PDI, zeta potansyeli, pH,
iletkenlik ve viskozite degerlerinde 6nemli bir degisiklik olmadigi, etkin madde miktar
tayinin de ise %72,63’iin bozulmadig1 saptandi. Etkin madde kaybinin, formiilasyon
icerisine herhangi bir antioksidan madde olmamasina baglandi.

ME9 mikroemulsiyonun 40°C £ 2 sicaklik %75 + 5 nem kosullarinda 6 ay sonunda
fiziksel goriintiisiinde, damlacik boyutu, PDI degeri, zeta potansiyeli ve pH degerlerinde
onemli bir degisiklik belirlenmezken, iletkenlik ve viskozite degerlerinde bir artisin
meydana geldigi saptandi. Bu artisin mikroemdiilsiyonlar i¢in kabul edilebilir bir aralikta
oldugu bilinmektedir. Ayrica bozunmadan kalan etkin madde oraninin %57,28 oldugu
saptandi.

E21 makroemdlsiyonun 6 ay boyunca 25°C sicaklik ve %60 + 5 nem ortaminda
muhafaza edilmesinden sonra yapilan degerlendirmede fiziksel goriintiide faz ayriminin
olmadig1, damlacik boyutu biiytikliiglinlin azaldig1 ama kabul edilebilir aralikta oldugu,
PDI, zeta potansiyeli, iletkenlik, pH ve viskozitede 6nemli bir degisiklik olmadigi
saptandi. Bozunmadan kalan etkin madde oraninin %61,58 oldugu goriildii.

E21 makroemilsiyonunda 40°C sicaklik %60 nem kosullarinda 6 ay sonunda fiziksel
faz ayrimi1 ve katilasma meydana geldiginden dolay1 diger dl¢timler yapilmamis ve E21
formulasyonunun bu sicaklikta dayanikli olmadigi ve bozundugu kanisina varilmastir.
Uzun siireli stabilite ¢alismalarinda resveratrol yiikli ME9 mikrometlsiyonun ve E21
makroemdlsiyonun fiziksel goriiniis (Sekil 4-50), damlacik biiyiikliigii, polidispersite
indeksleri (Sekil 4-51 ve Sekil 4-55) zeta potansiyeli (Sekil 4-52 ve Sekil 4-56),
viskozite (Tablo 4-33 ve Tablo 4-35), pH, iletkenlik (Tablo 4-32) ve etkin madde miktar
degerlerinin (Tablo 4-37 ve Tablo 4-38) incelenmesi sonucunda formiilasyonlarin 25°C
+ 2 sicaklik %60 £ 5 nem ortaminda daha dayanikli olduklari kanisina varilmstir.

Uzun siireli stabilite test sonuclart degerlendirildiginde resveratrolun fiziksel

stabilitesinin mikroemilsiyon formilasyonlar ile artirilabilecegi saptandi. Bu ¢aligmada
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elde edilen sonuclarin, Onceki calismalarda elde edilen kanilarla uyumlu oldugu
saptandi (Y. Chen et al., 2015). Ayrica, nano boyutlu emiilsiyonlarin resveratroliin
kimyasal stabilitesini artirdig1 ve aktif olmayan izomerlerine doniismesini engelledigini
daha Once yapilan bir ¢alismada belirtilmistir (Sessa, Tsao, Liu, Ferrari, & Donsli,
2011).

Sonug olarak bu calismada resveratrolin topikal mikroemilsiyon ve makroemdalsiyon
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan formiilasyonlar ayni oranda resveratrol
iceren standart ¢ozelti ile in vitro ve ex vivo ortamda karsilastirilarak incelenmistir. In
vitro salim ¢alismasi sonunda standart ¢Ozeltideki resveratrolin ¢ok hizli bir sekilde
reseptor faza gegis yaptigi goriilmiis olup, 6 saatin sonunda en yiiksek miktarda gegisin
ise mikroemdulsiyon formilasyonu ile gergeklestigi saptanmistir. Bunu sirasiyla standart
cozelti ve makroemiilsiyon formiilasyonlar: izlemistir. Kati mikroignelerle islem
gormiis deride resveratrol igeren formiilayonlar uygulandiktan sonra domuz kulag:
derisinden gegen en yiksek resveratrol miktarinin mikroemilsiyon formilasyonu ile
gerceklestirildigi goriilmustir. Bu verilere dayanarak kati mikroigneler ile kombine
edilmis resveratrol iceren mikroemulsiyonun derinin bariyer tabakasini asmada daha
etkili olacagi ve bdylece transdermal uygulamada daha etkin tedavilerin yapilmasina
katkida bulunacagi ongoriilmiistiir. Sonraki donem calismalarinda ME9 formiilasyonun
in vivo ortamda transdermal uygulanmasinin arastirilmasi ve oral uygulamada gortlen

biyoyararlanim sorunun, transdermal yol ile agilmaya ¢alisilmasi planlanmaktadir.
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