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OZET

Ulkiict, A. (2023). Resveratrol, Koenzim Q10 ve Vitamin E igeren lipozom hazirlanmasi ve
yaslanma karsit1 etkinliginin in vitro test edilmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitlisu, Farmasotik Teknoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Anahtar Kelimeler : Antioksidan vitaminler, Domuz derisi, Deri yaslanmasi, Resveratrol,
Lipozom, Koenzim Q10, Vitamin E

Ultraviyole 1sinlari, deride serbest radikal iiretimini arttirip viicudun dogal
antioksidan savunma mekanizmasin1 zayiflatarak cilt yaslanmasina neden olur.
Antioksidanlar, olusan serbest radikalleri nétralize edip dokulardaki oksidatif stresi
onleyerek cildi fotoyaslanmaya kars1 koruyan maddelerdir. Resveratrol, koenzim Q10 ve
vitamin E, serbest radikalleri temizleyen gui¢lu antioksidanlardir. Ancak bu maddelerin
diisiik ¢Oziniirliige ve distik oral biyoyararlanima sahip olmalari, sistemik
biyoyararlanimlarin1  diistirmekte ve kullanimlarini sinirlamaktadir. Bu ¢alismada,
resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E iceren topikal bir lipozomal formilasyon
hazirlanarak bu sinirlamalarin 6niine ge¢ilmesi amaclanmaistir.

Resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E iceren lipozom (RSV-CoQ10-VitE-Lipo),
resveratrol iceren lipozom (RSV-Lipo), koenzim Q10 iceren lipozom (CoQ10-Lipo),
vitamin E igeren lipozom (VitE-Lipo) ve bu (g aktif maddeyi iceren konvansiyonel krem
(RSV-CoQ10-VitE-Krem) hazirlanmistir. Lipozomlarin yapisi, pargacik boyutu (PS),
zeta potansiyeli (ZP), polidispersite indeksi (PDI) ve kapsiilleme etkinligi (EE), farklhi
depolama kosullarinda (4°C, 25°C + % 65 bagil nem ve 40°C £ % 75 bagil nem)
hazirlandiktan (0. giin) sonra ve 7, 30, 60, 90, 180 giin sonra belirlenmistir. Sitotoksisite,
L929 fibroblast hiicrelerinde MTT test ile degerlendirilmistir. Franz hucrelerinde selliloz
asetat membran ve domuz derisi ile in vitro permeasyon ¢aligmalari yapilmistir. In vitro
numunelerin antioksidan aktiviteleri DPPH testi ile 6lgiilmiistiir. RSV-C0Q10-VitE-Lipo
igin parcacik biiytikligi 95.4 = 0.02 nm, PDI 0,292 + 0,01, ZP -49,7 0,2 mV olarak
oOlgiiliirken, kapsiillenen RSV miktar1 %94,97 £0,85, CoQ10 %95,88 0,75, VitE %95,63
10,55 olarak saptanmistir. RSV-C0oQ10-VitE-Lipo i¢in hiicre canliligi %80'in Gzerinde
bulunmustur. PS, PDI, ZP ve EE sonuglar1 lipozomlarin stabil oldugunu gostermistir. In
vitro salim ¢aligmalarinda en yiiksek miktarda aktif madde gegisinin RSV-CoQ10-VitE-
Lipo formulasyonundan oldugu goriilmiistiir. Hazirlanan formiilasyonlarin antioksidan
aktiviteleri incelendiginde, en yiiksek DPPH radikal siipiiriicl aktivite RSV-CoQ10-
VitE-Lipo formiilasyonu gecis Orneklerinde gorilmistir. RSV-CoQ10-VitE-Lipo
orneklerinin antioksidan aktivitesi konvansiyon kreme gore yaklasik 4 kat daha fazla,
diger lipozomal formiilasyonlarin (RSV-Lipo, Co0Q10-Lipo, VitE-Lipo) DPPH
aktivitelerine gore ise %50 daha fazladir.

Bu verilere dayanarak, antioksidan maddelerin lipozomlara kapsillenmesinin
stabilitelerini arttirabilecegi, derinin bariyer tabakasini agsmada daha etkili olacagi ve
bdylece daha yiiksek antioksidan aktivite ile cilt yaslanmasina kars1 etki saglanacagi
Ongorilmiistiir.






ABSTRACT

Ulkucu, A. (2023). Development and In Vitro Evaluation of An Anti-Aging Liposomal
Formulation Containing Resveratrol, Coenzyme Q10 and Vitamin E. Istanbul University,
Institute of Health Science, Department of Pharmaceutical Technology. Doctoral Thesis.
Istanbul.

Key Words: Antioxidant vitamins, Pig skin, Skin aging, Resveratrol, Liposome,
Coenzyme Q10, Vitamin E

Ultraviolet rays increase the production of free radicals in skin and weaken the body's natural
antioxidant defense mechanism, causing skin aging. Antioxidants are substances that protect the
skin against photoaging by neutralizing the free radicals and preventing oxidative stress in the
tissues. Resveratrol, coenzyme Q10 and vitamin E are powerful antioxidants that scavenge free
radicals. However, the low solubility and low oral bioavailability of these active substances
reduce their systemic bioavailability and limit their use. In this study, it was aimed to overcome
these limitations by preparing a topical liposomal formulation containing resveratrol, coenzyme
Q10 and vitamin E.

A liposomal formulation containing resveratrol, coenzyme Q10 and vitamin E (RSV-CoQ10-
VitE-Lipo), liposomes containing resveratrol (RSV-Lipo), liposomes containing coenzyme Q10
(CoQ10-Lipo), liposomes containing vitamin E (VitE-Lipo) and a conventional cream
formulation containing resveratrol, coenzyme Q10 and vitamin E (RSV-CoQ10-VitE-Cream)
were prepared. The structure, particle size (PS), zeta potential (ZP), polydispersity index (PDI)
and encapsulation efficiency (EE) of liposomes were determined 0, 7, 30, 60, 90, 180 days after
preparation under different storage conditions (4°C, 25°C + 65% relative humidity and 40°C +
75% relative humidity). Cytotoxicity was evaluated by MTT assay in L929 fibroblast cells. In
vitro permeation studies were performed on Franz cells with cellulose acetate membrane and pig
skin. Antioxidant activities of in vitro samples were measured by DPPH test. For RSV-CoQ10-
VitE-Lipo, the particle size was measured as 95.4 + 0.02 nm, PDI was 0.292 + 0.01, ZP was -49.7
+0.2 mV. In RSV-CoQ10-VitE-Lipo, the amount of encapsulated RSV was 94,97% 0,85,
encapsulated CoQ10 was 95,88% +0,75 and encapsulated VitE was 95,63% +0,55. Cell viability
for RSV-CoQ10-VitE-Lipo was found to be over 80%. PS, PDI, ZP and EE results showed that
the liposomes were stable. In vitro release studies showed that the highest amount of active
substance was permeated from RSV-CoQ10-VitE-Lipo formulation. When the antioxidant
activities of the formulations were examined, the highest DPPH radical scavenging activity was
observed in RSV-CoQ10-VitE-Lipo formulation transition samples. The antioxidant activity of
RSV-CoQ10-VitE-Lipo samples is approximately 4 times higher than that of conventional cream
and 50% higher than the DPPH activities of other liposomal formulations (RSV-Lipo, CoQ10-
Lipo, VitE-Lipo).

In this study, it was assumed that encapsulating antioxidant substances into liposomes could
increase their stability and skin permeation and prevent skin aging by providing higher antioxidant
activity against ROS.



1. GIRIS VE AMAC

Cilt yaslanmasi, zamana bagl olarak gelisen, i¢ ve dis etmenlerin neden
oldugu biyolojik bir olaydir. Ciltte hem kronolojik yaslanma hem de fotoyaslanma
goriiliir. Kronolojik yaslanma dogal, genetik ve hormonlarla ilgilidir (1).
Fotoyaslanmaya ise ultraviyole isinlar1 neden olur. Ultraviyole isinlari, deride
serbest radikal {iretimini arttirip viicudun dogal antioksidan savunma
mekanizmasii zayiflatir. Oksidatif stres epidermiste DNA hasarina ve dermal
matrikste diizensizlige neden olur (2). Antioksidanlar, olusan serbest radikalleri
notralize edip dokulardaki oksidatif stresi onleyerek cildi fotoyaslanmaya karsi
korur (3). Resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E, serbest radikalleri temizleyen
gucli antioksidan maddelerdir (3,4,5). Ancak bu maddelerin diisiik ¢oziiniirliige ve
diistik oral biyoyararlanima sahip olmalari, kullanimlarini siirlamaktadir (3,6,7).
Tez calismasinda resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E’nin topikal bir lipozom

formiilasyonu hazirlanarak bu sinirlamalarin 6niine gecilmesi amaglanmastir.

Lipozomlar, bir veya daha fazla fosfolipit ¢ift tabakadan olusan vezikiiler
tastyici sistemlerdir (8). Membranlarinin stratum korneumun ara madde lipidlerine
cok benzemesi ve kiiciik molekiiler yapilari nedeniyle deriye kolayca gegerler.
Hem lipofilik hem hidrofilik etken maddeleri enkapsile edebilirler. Cabuk
bozunan, diigiik oral biyoyararlanima sahip etken maddelerin lipozomlarinin
hazirlanmasi ile stabilitelerinin arttirilmasi, daha derin katmanlara kisa siirede ve

esit dagilimli olarak taginabilmeleri saglanabilmektedir (9).

Yapilan caligmalarda, antioksidan maddelerin aktivelerinin birlikte
kullanildiklarinda belirgin olarak arttig1 gosterilmistir (3,10). Bunun yaninda, su
ana dek resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E’nin birlikte kullanildig1 bir lipozom
formiilasyonu gelistirilmemistir. Tez ¢alismasinda, resveratrol, koenzim Q10 ve
vitamin E antioksidanlarimin birlikte topikal olarak kullanilmasi1 ile etken
maddelerin biyoyararlanim simirlamalarinin tistesinden gelinmesi, antioksidan
aktivitenin arttirilmast ve etken maddelerin deriye etkili derisimde ulagmalarinin

saglanmas1 amaclanmistir.



Bu tezde, resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E iceren lipozom
formiilasyonu gelistirilmis ve yaslanma karsit1 etkinligi in vitro olarak

incelenmistir.

Calismada, bes farkli formiilasyon incelenmistir:

e Resveratrol igeren lipozom (RSV-Lipo)

e Koenzim Q10 iceren lipozom (CoQ10-Lipo)

e Vitamin E iceren lipozom (VitE-Lipo)

e Resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E iceren lipozom
(RSV- CoQ10- VitE-Lipo)

e Resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E iceren konvansiyonel krem

(RSV- CoQ10- VitE-Krem)

Lipozomlar hazirlandiktan sonra, stabilite, kapsiilleme verimliligi ve salim
ozellikleri incelenmistir. Franz difiizyon hiicre sistemleri kullanilarak sentetik zar
(seliloz asetat) ve domuz derisi ile salim ¢alismalar1 yapilmis ve alict odaya salinan
etken madde miktarlar1 valide edilmis kromatografik yontemler kullanilarak
zamana kars1 izlenmistir. Franz difiizyon hiicresi, insan derisine uygulanan topikal
preparatlardan deriye niifuz eden ve sistemik dolagima gegen bilesen miktarini
Olgen veya tahmin eden difiizyon testleri igin kurulmus bir sistemdir (11). Elde
edilen sonuglarin in vivo korelasyonlarinin yiiksek olmasi in vivo deneylere olan
ihtiyac1 azalttigi icin Franz diflizyon sistemleri calismalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (12). Bu agidan Franz difiizyon testleri daha az degisken igerdigi,
etik ve tekrarlanabilir bir degerlendirme teknigi oldugu i¢in tercih edilmistir.
Domuz derisi, insan derisine pek ¢ok benzerligi (yag birikintileri, folikiiller,
yogunluk) oldugu icin tercih edilmistir (13,14). Gegis ¢aligmalarina baglamadan
once formiilasyonlarda kullanilacak etkin maddelerin hiicre canliligi Uzerine
etkilerini incelemek ig¢in sitotoksisite c¢alismasi yapilmistir. Buna gore,
formilasyonlarda kullanilacak aktif madde derisimlerine karar verilmistir.
Lipozomlarin karakterizasyonu igin parcacik boyutu (PS), polidispersite indeksi

(PDI), zeta potansiyel (ZP), pH ve sekilleri incelenmistir.



Hazirlanan lipozom formiilasyonlarinda,

a. Bu ii¢ yaglanma karsit1 aktif maddenin miktarlarini 6lgmek icin analitik
yontemler gelistirilmis ve yontemlerin validasyonu yapilmistir. Bu dogrulanmis
yontemler, lipozomlarin kapsiilleme verimliligini 6lgmek ve aktiflerin salim

profillerini Franz diflizyon testleri ile izlemek i¢in kullanilmistir.

b. Karakterizasyon igin lipozomlarin pargacik boyutu, polidispersite

indeksi, zeta potansiyeli, pH ve sekilleri incelenmistir.

c. Stabilite 6zelliklerini degerlendirmek i¢in farkli kosullarda (4°C, 25°C +
% 65 bagil nem ve 40°C £ % 75 bagil nem) saklanan lipozomlarin dnceden
belirlenmis zaman noktalarinda (0, 7, 30, 60, 90, 180 giin) karakterizasyon testleri

tekrarlanarak izlenmistir.

d. Formiilasyonlarin giivenliliginin test edilmesi i¢in sitotoksisite ¢aligsmasi

yapilmustir.

e. Etken maddelerin Franz difiizyon hiicreleri kullanilarak yapay
membrandan ve domuz derisinden in vitro permeasyonlari birbirleriyle ve

konvansiyonel krem formiilasyonu ile karsilagtirmali olarak incelenmistir.

f. Yaslanma karsit1 antioksidan etkinligin incelenmesi igin antioksidan

aktivite testi gerceklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Deri

Deri, yaklasik olarak 2m?’lik yiizey alaniyla insan viicudundaki en genis
organdir. Viicuda, su ve diger bilesenlerin kaybini kontrol eden bir bariyer saglar
(15). Viicudu dissal kimyasal ve fiziksel etkenlere kars1 korur, metabolik siireglerde
yer alir, patojenik mikroorganizmalara karsi savunma saglar ve immiinolojik
sureclerde yer alir (15,16). Deri, distan ice dogru epidermis, dermis ve hipodermis
olmak (zere (¢ farkli tabakadan olusur. Her katmanin kendine 6zgl 6zellikleri ve
islevleri vardir. Derinin her tabakasinin kalinlig1 viicut bolgesine gore degisir ve
epidermal ve dermal tabakalarin kalinligina gore siniflandirilir. Ellerin avuglarinda
ve ayak tabanlarinda bulunan tliystz deri en kalin deri olarak kabul edilir ¢linki

epidermis buralarda ek olarak stratum lucidum adli bir tabaka igerir (17).

Cildin bircok islevi vardir. Suya, mikroorganizmalarin istilasina, mekanik
ve kimyasal travmaya ve UV 1s18indan kaynaklanan hasara kars1 bir bariyer gorevi
goriir (18). Deri, dendritik epidermal T lenfositleri olan ve adaptif bagisiklik
sisteminin bir pargast olan epidermisteki Langerhans hiicrelerinin etkisiyle
immiinolojik savunmanin ilk bolgesidir (17). Deri, hem endokrin hem de ekzokrin
fonksiyonlara hizmet ederken, sicakligi ve su kaybmi diizenleyerek viicut
homeostazini korur. Endokrin fonksiyonlar, giinesten gelen UV 15181n1n yardimiyla
epidermisteki 7-dehidrokolesteroliin D vitaminine doniistiiriilmesinden sorumlu
olan Kkeratinositlerde D vitamini Gretimini icerir. Keratinositler, D vitamini
reseptoriini (VDR) eksprese eder ve ayrica D vitaminini aktif formuna
dontistirmek i¢in gereken enzimleri igerir. VDR'nin O6nemi, uyarilmasinin
epidermiste yukar1 dogru hareket ederken keratinositlerin farklilagsmasinda ve
stratum bazale proliferasyonunda rol oynamasidir. Derinin ekzokrin fonksiyonlari
ter ve yag bezleri aracilifiyla gergeklesir. Derinin bir diger 6nemli rolii de
nosiseptorlerin hareketleriyle dokunma, 1s1, soguk ve aci hissidir. Derinin genel
gorinimu, turgor ve diger nitelikleri de viicudun sagligi hakkinda fikir verir
(19,20,21).

Insan derisinin karmasik yapisi ve fizikokimyasal 6zellikleri onu dig
etkenlere karsi etkili bir bariyer yapar ve insan viicudunun homeostazinin

korunmasina yardimci olur (22). Bu gorevi epidermis Ustlenir. Epidermis, cildin en



yiizeysel tabakasidir. Viicudumuzun dis yiizeyinde, birka¢ katmana bdliinmiis bir
epitel dokusudur (23). Bu ortii, kisinin cildinin genel kozmetik goriinimiinii
sagladigi icin biiylik 6nem tagimaktadir (18). Bu yapinin en dis kisminda yer alan
stratum corneum (SC) organelsiz keratinositlerle kaplidir. Bu bariyer, su ve
elektrolit kaybint 6nlemek i¢in epidermal bir gegirgenlik bariyeri olusturur (24).
Sekil 2-1'de epidermis, epidermisin farkli katmanlar1 ve epidermal bariyerin diger
yapisal bilesenleri sirasiyla asagi dogru, graniiler katman, dikenli katman, bazal

katman olarak gosterilmistir (25). Bu katmanlarin altinda dermis baglar (26).

Stratum lucidum | 2

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Sekil 2-1: Derinin yapisi (25)

2.1.1. Epidermis

Saglikli epidermis, katmanli bir skuamoz epiteldir (27). Epidermisin
%95'in1 epidermal bazal membrandan gecen ve cildin yiizeyine dogru ilerleyen
keratinosit hiicreler olusturur. Epidermis morfolojik olarak dort katmana ayrilir:

stratum bazale veya stratum germinativum, stratum spinosum, stratum granulosum



ve stratum korneum. Epidermisteki diger hiicreler arasinda melanositler,

Langerhans hucreleri ve Merkel hiicreleri bulunur (17, 28,29).

15-20 kat tamamen korneositlerden olusur. Kornifiye tabakanin alt
kisminda hiicreler birbirine yakin bir sekilde bitisikken, iist kisitmda gevsek bir

sekilde diizenlenirler (15).

Stratum bazale, diger adiyla stratum germinativum, en derindeki tabakadir.
Bazal lamina ile dermis tabakasindan ayrilir. Hemidesmozomlar ile bazal tabakaya
baglanir. Bu katmanda bulunan hiicreler, stirekli keratinositler reten kilboidalden

stitunlu mitotik olarak aktif kok hiicrelerdir. Bu katman ayrica melanositler igerir
(18).

Dikenli hiicre tabakasi olarak da bilinen 8-10 hicreli tabaka olan stratum
spinosum, disa dogru uzanan ve komsu hiicrelere dezmozomlarla temas eden,
bazen "dikenler" olarak adlandirilan sitoplazmik siireglere sahip diizensiz,

cokyzlu hicreler icerir. Dendritik hiicreler bu katmanda bulunabilir (18,30).

Stratum granulosum, 3-5 hiicre katmani, keratohyalin grantilleri ve lameller
graniiller igeren elmas sekilli hiicreler icerir. Keratohyalin graniilleri, sonunda bir
araya gelen, capraz baglanan ve demetler olusturan keratin onciileri icerir. Lamellar
graniiller, hiicrelerin yiizeyine salgilanan ve hiicrelerin birbirine yapismasini

saglayan bir yapistirict gorevi goren glikolipidleri igerir (17).

Avug i¢i ve ayak tabanlarindaki daha kalin deride bulunan 2-3 hicreli
tabaka olan stratum lucidum, keratohyalinin bir transformasyon urind olan

eleidinden olusan ince ve seffaf bir tabakadir (17).

Stratum corneum, 20-30 hiicre katmani, ¢ekirdeksiz skuamoz hiicreler
olarak bilinen keratin ve Olu keratinositlerden olusan pullu yapidaki en Ust
katmandir. Bu, 6zellikle nasirli deride, kalinlig1 en ¢ok degisen katmandir. Bu
katman icinde, 0lu keratinositler, ilk bagisiklik savunmamizin bir pargast olan

defensinleri salgilar (17).

Epidermisin dis tabakasinin kalinligi, korneositlerin boyutu ve yiizeysel
lipidlerin bilesimi, cildin yenilenme Ozelliklerini etkiler, bu da dermatolojik
hastaliklarin seyrine ve benzer sekilde iyilesme siirecine katkida bulunur. Kalin

epidermisi olan anatomik alanlar dis etkenlere kars1 daha direnclidir (31). Ote



yandan, yuz gibi nispeten ince bir kornifiye tabakaya sahip alanlar, zarar verici
faktorlere karsi yliksek hassasiyet ve ayni zamanda bariyer islevini ¢ok hizli bir
sekilde yeniden kurma yetenegi ile karakterize edilir. Yiiksek proliferatif aktivite,
dolayisiyla epidermisin hizli rejenerasyonu, yogun vaskiilarite, iyi hidrasyon ve

birgok ter bezinin varhig ile iliskilidir (15, 32).

Epidermal bariyerin durumu, iiretilen sebum miktar1, epidermis hidrasyonu,
transepidermal su kayb1 ve cildin yiizeyi ile viicudun i¢i arasindaki pH gradyani
gibi fiziksel ozelliklerine baghdir (33). Yas, cinsiyet, irk, derinin anatomik alani,
hormonal denge, terlemenin yogunlugu, cilt sicakligi ve ortam sicakligi, havanin
nemi, yilin mevsimi gibi bir¢ok bireysel ve g¢evresel faktor yukarida belirtilen

stireclerin modifikasyonunu etkiler (34,35).

Boynuzsu tabakanin yiizeyi, epidermal bariyerin isleyisinde ¢ok 6nemli bir
rol oynayan lipid film ile kaplhidir. Bu lipid film, lipid mantosunun en biiyiik
boliimiinii olusturan yag bezleri tarafindan salgilanan sebum ve epidermisin
kornifiye tabakasinin bir pargasini olusturan epidermal lipidlerdir (36-38). Lipid
mantosunun kalinlig, belirli bir bolgedeki yag bezlerinin sayisina bagli olarak 0,5

pum ila 5 pm arasindadir (36).

Stratum bazale deride ve hiperproliferatif epidermiste yer alan surekli bir
tabakadir. Bazal hiicreler kiiciik ve kiiboidaldir (10-14 nm) ve blyuk, koyu renkli
cekirdeklere, bir¢ok ribozomlu yogun sitoplazmaya ve yogun filament demetlerine

sahiptir (39,40).

Ust, sivri tabaka ve graniil hiicre tabakasinin hiicrelerinin sitoplazmasi
ayrica, lamellar graniiller veya cisimler, membran kaplama graniilleri veya Odland
cisimleri olarak bilinen, ortalama 100-300 nm biiyiikliigiinde daha kiigiik lamellar

granuller icerir (40).

Sivri tabakanin tepesindeki hiicrelerde cokturlar ve graniiler hiicre
tabakasina girerken hiicrelerin etrafinda gog¢ ederler. Lipid bilesenlerini hiicre igi
bosluga bosaltirlar, bariyer islevinde dnemli bir rol oynarlar ve stratum corneum

icinde hiicreler arasi iligkiyi desteklerler (24).

Epidermisin en dis tabakasi, hiicrelerin cekirdeklerini ve sitoplazmik

organellerini kaybettigi stratum corneum'dur. Hiicreler diizlesir ve keratin



filamentleri, keratin filament agregasyonundan sorumlu keratohyalin granuliinin
protein bileseni olan filagrin etkisi altinda disiilfid ¢apraz bagli makrolifler halinde

hizalanir (41).

Epidermisin dis tabakasmin hiicreler arasi matrisinin lipidleri, graniler
tabakanin cok katmanli Odland cisimcikleri tarafindan saglanan Onciillerinin
dontigiim siirecinde gelisir (42). Polar lipidler polar olmayanlara doniistiiriiliir,
glikolipidlerin hidrolizi seramidleri olusturur, fosfolipidler ise serbest yag asitlerine
metabolize olur. Bu olaylar, epidermal hicrelerin yiizeyine paralel olarak
yerlestirilmis lamellerden meydana gelen bir yapinin olusmasiyla sonuglanir
(43,44). Hiicreler arast lipidler esas olarak sfingolipidler veya seramidler (%45-50),
kolesterol (%20-25), doymus serbest yag asitleri (%10-15) ve az miktarda polar
olmayan lipidlerdir. Epidermiste baslica rolii oynayan seramid, linoleik asittir
(42,45). Diger yandan serbest yag asitleri arasinda zincir uzunlugu C22 ve C24
olanlar baskin goriinmektedir. Matriks bilesenlerinin yaklasik %2-5'i, epidermal
hiicreler arasindaki dezmozom baglarin1 sindiren proteolitik enzimlerin

inhibisyonundan sorumlu olan kolesterol stilfattir (43-45).
2.1.1.1. Keratonisitler

Keratinositler, epidermisi meydana getiren baskin hicre tipidir ve bazal
tabakadan koken alir, keratin tiretir ve lipidleri tiretip salgilayarak epidermal su
bariyerinin olusumundan sorumludur. Keratinositler ayrica, D vitamini olusturmak
icin UVB 15181 ile kolesterol Onciillerinin aktivasyonu ile kalsiyum emilimini de
dizenler (17).

2.1.1.2. Melanositler

Melanositler, noral krest hiicrelerinden elde edilir ve esas olarak cildin
pigmentinden sorumlu olan melaninin Gretiminden sorumludurlar. Stratum bazale
hiicreleri arasinda bulunurlar ve melanin iiretirler. UVB 15181, yerlesik bir giines
koruyucu gorevi gorerek UV radyasyonuna karsi koruyucu olan melanin salgisini
uyarir. Melanin, melanosit hiicrelerinde melanozom ad1 verilen lizozom benzeri
organellerde sentezlenir. Melanin, tirozinaz enzimi tarafindan tirozinin DOPA'ya
dontstiiriilmesi sirasinda iretilir. Melanin daha sonra melanositlerden komsu

epidermal hiicrelere uzanan uzun sureclere dayanan bir siirecle hiicreden hiicreye



gider. Melanositlerden gelen melanin grandlleri, uzun sirecler yoluyla bazal
keratinosit sitoplazmasina aktarilir. Melanin, “pigment bagis1” ile komsu
keratinositlere aktarilir. Melanin hiicrelere yerleserek hiicrelerin UV 1sinlariin

olumsuz etkilerinden korunmasina yardime1 olur (17).
2.1.1.3. Langerhans Hucreleri

Langerhans hticreleri, dendritik htcreler, derinin ilk hat savunucularidir ve
antijen sunumunda 6nemli bir rol oynarlar (46). Derideki mikrobiyal antijenleri
alarak antijen sunan hiicrelere donilisen ve T hiicreleri ile etkileserek bagisiklik
saglayan dendritik hiicrelerdir. Bu hiicrelerin, 6ncelikle stratum spinosumda
bulunan, gorsellestirmek icin 6zel lekelere ihtiyaci vardir. Langerhans hiicreleri,
kemik iliginin CD34 pozitif kok hiicrelerinden tiiretilen mezenkimal kokenlidir ve
mononiikleer fagositik sistemin bir pargasidir. Birbeck graniilleri, tenis raketi
seklinde sitoplazmik organeller igerirler. Bu hucreler major doku uygunluk
kompleksi (MHC | ve MHC I1) molekllerini eksprese eder, derideki antijenleri

alir ve lenf diigiimiine taginir (17).
2.1.1.4. Merkel Hucreleri

Merkel hiicreleri, bazal membranin hemen iizerinde, stratum bazalede
bulunan oval sekilli modifiye epidermal hiicrelerdir (17). Bu hiicreler,
mekanoreseptorler olarak duyusal bir islev goriir ve avug ici, ayak tabanlari, agiz
ve genital mukozada da bulunsalar da en ¢ok parmak uclarinda bulunurlar.
Dezmozomlarla bitisik keratinositlere baglanirlar, ara keratin filamentleri icerirler
ve zarlar1 derideki serbest sinir uglartyla etkilesime girer. Fetiisiin yaklasik 16.
haftasinda parmak uclarinin, dudaklarin, dis etlerinin, tirnak yataginin ve diger

birka¢ bolgenin tlyslz cildinde olusurlar (47).
2.1.1.5. Dogal Nemlendirici Faktor (NMF)

Temel islevi yeterli cilt hidratasyonunu korumak olan Dogal Nemlendirici
Faktor (NMF) serbest amino asitlerden, bu amino asitlerin pirolidon karboksilik
asit (PCA), trokanik asit gibi tirevlerinden ve inorganik tuzlar, sekerler, laktik asit
ve iireden olusur. NMF bilesenleri, atmosferden su ¢eken ve baglayan ve onlari
korneositlere ¢eken yiiksek verimli nemlendiricilerdir. Bu islem, korneositlerin

diisiik nemli ortamlarda yeterli su seviyelerini korumasini saglayan %50 bagil nem



kadar diisiik olabilir. Su emilimi o kadar verimlidir ki, NMF ¢ogunlukla emdigi
suda ¢oziiliir. Hidratli NMF, 6zellikle ndtr ve esansiyel amino asitler, keratin lifleri
ile 1iyonik etkilesimler olusturarak lifler arasindaki molekiiller arasi kuvvetleri
azaltir ve boylece stratum corneum'un esnekligini arttirir. Bu esneklik, cildin
saglikli ve esnek goriinmesine yardimcet olur ve mekanik stres nedeniyle ¢atlama

veya dokilmeyi onler (48).

Epidermal bariyerin biitiinliigli cildi asir1 su kaybina karsi korur ve
epidermisin dogru hidrasyonunun korunmasini saglar. Epidermisin SC tabakasi
sayesinde su birikir ve bu tabakadaki su miktari cilt hidrasyonu olarak tanimlanir
(49). Dogru nem seviyesi, epidermis, dermis ve yag bezlerinin alt tabakalarindan
saglanan su miktari, ayrica buharlagsma yoluyla kaybedilen su miktar1 ve boynuzsu
tabakanin su biriktirme kabiliyeti gibi faktorlerden etkilenir. Bu tabakadaki su
tutulmasi, hiicre dis1 matrisin lipidlerinin ve hiicrelerin protein kaplamasinin

varligindan da etkilenir (50).

Stratum corneum tabakasi, cilt ylizeyi ile epidermisin alt tabakalar
arasindaki su gradyanini korur. Bazal tabakadan epidermis ylizeyine gecisleri ile
keratinosit hidratasyonu azalir (36). Su, SC tabakasinin toplam kiitlesinin yaklasik
%15-20'sini olusturur ve cogunlukla korneositlerin i¢inde birikir, epidermisin canli
tabakalarinda ise kiitlesinin %70'ini su olusturur (42). Boynuzsu tabakanin en tist
kism1 en az su igerigine sahip kisimdir ve su igerigi lizerinde dis faktorlerin biiylik
etkisi vardir. Kalinlig1 30 pm olan boynuzsu tabakanin kalinligi nemlendirmeden
sonra 40 um'ye kadar yiikselir (43). Epidermisin en derin kismi1 daha fazla su igerir
ve bu nedenle dis ortamin etkisi 6nemsizdir. Orta alan ise su birikimini diizenleme
olasiligi en yiikksek olan bolgedir. Korneositlerin iginde bulunan yiksek
konsantrasyonda NMF ile karakterizedir (50). Dogal nemlendirme faktorii,
epidermisin dogru hidratasyonunun ve cilt plastisitesinin korunmasindan
sorumludur. Boynuzsu tabakanin kuru kiitlesinin %10-30'unu olusturur ve
cogunlukla serbest amino asitlerden ve filagrin proteolizinin iiriinleri olan iirokanik
asit (UCA) ve pirolidon karboksilik asit gibi metabolitlerinden olusur. Boynuzsu
tabakanin higroskopik ozelliklere sahip diger bilesenleri, laktatlar, {ire, proteinler,
sakkaritler, organik asitler ve ter bezlerinden salgilanan ¢ok sayida elektrolitin yani

sira yag bezleri tarafindan iletilen gliseroldiir (31, 42, 50).



Epidermisin boynuzsu tabakasimin hiicre i¢i boslugunun lipidleri,
cogunlukla anatomik ve biyokimyasal yapilari sayesinde epidermisten asirt su
kaybin1 6nler ve bu da onlarn1 bir bariyer rolii oynamalarini saglar (51). Birbirine
sik1 sikiya bagl olarak paketlenmis paralel plakalardir ve boynuzsu tabakadan su
buharlasmasina karst koruma saglarlar. Seramidler, boynuzsu tabakada su
tutulmasini artirmada rol oynar (51,52). Hiicre i¢i matrisin seramid, kolesterol ve
serbest yag asitlerinin igerigindeki azalma cilt nemini azaltir (50). Hyaluronik asit
hidrofilik 6zellikleri sayesinde dermis i¢indeki su i¢eriginin korunmasinda rol alir.
Hyaluronik asit kiicilk miktarda boynuzsu tabakanin hiicre i¢i matrisinde de

bulunur (43).

Epidermis hidrasyon degerleri anatomik bolgeye gore degisir. En yiiksek
degerler yiiz derisinde, eklem ¢ukurlarinda, daha diisiik degerler 6n kollarda, en
diisiik degerler ise diz bolgesinde bulunabilir (53). Bu ¢ogunlukla epidermisin
kalinligma ve yag ve ter bezlerinin konumuna baghdir (31,50). Nem seviyesi,
ortam nemine ve sicakliga bagli olarak da degisir. Bu parametreler, epidermis ve
cevre arasindaki hidrasyon gradyaninin degisimi tizerinde bir miktar etkiye sahip
olarak, SC tabakasindan su tutulmasini ve buharlasma derecesini etkiler (53,54).
Ayrica nem degerti tiikketilen gidalarin tiirtinden de etkilenebilir. Calismalardan biri,
doymus veya tekli doymamis yag asitlerinden zengin diyetin bir sonucu olarak

epidermal hidrasyonun azaldigini1 gostermistir (55).

Deriden su kaybi, terleme ve transepidermal pasif difiizyonun
salgilanmasinin bir sonucudur. Epidermis yoluyla su kayb1 TEWL degeri ile
tanimlanir ve epidermisin nem seviyesini etkiler (56, 57). Transepidermal su kaybu,
epidermis su tabakasinin biitlinliiglinii yansitan bir parametredir ve epidermis
bariyerinin hasarinin ¢ok hassas bir gostergesidir (31, 33). Stabil ortam
kosullarinda, TEWL cilt bolgesine baglh olarak 4-10 g/h/m? civarinda salinim
yapar, ancak epidermis hasar gordiigiinde 30 kat daha yiiksek bir degere kadar
cikabilir (33). TEWL degeri, cilt sicakligi, ortam sicakligi ve nemi, cilt
damarlarindan kan akisi, epidermisin yenilenme hizi, boynuzsu tabakanin kalinligi,
lipid igerigi, ter bezlerinin sayis1 ve aktivitesi gibi faktorlerin etkisi altinda bile
degisir (31, 33, 54, 58). Bu parametre, diisiik ve yiiksek su konsantrasyonu

arasindaki geg¢is yeri olan boynuzsu tabaka ve graniiler tabakanin hiicreleri



arasindaki baglantilarin dogru yapisina baglidir. Bu baglantilar, suyun ve i¢inde
¢Oziinen diger maddelerin epidermisin canli katmanlarina gegisini diizenler (42).
Transepidermal su kaybi degerleri cinsiyete bagli olmadigi bilinmekle birlikte (34),
bazi ¢alismalar bu parametrenin erkeklerde daha yiiksek degerlerde olduguna isaret
etmektedir. Ayrica 60 yasin ilizerindeki kisilerde daha diisik TEWL degerleri
goriilmektedir (59). Bu parametre ayni zamanda epidermis eksfoliyasyonunun
diizenlenmesini ve keratinizasyona eslik eden enzimatik fonksiyonlar1 da etkiler.
Su kayb1 ne kadar yogun olursa, deride asir1 pul pul dokiilmeye sebep olabilecek

keratinizasyon siireci o kadar yogun olur (42,60).
2.1.2. Dermis

Yag tabakasi ile epidermis arasindaki dermis, bazal membran seviyesinde
epidermise baglanir. Dermis ter bezlerini, killari, kil koklerini, kaslari, duyu
noronlarin1 ve kan damarlarini barindirir. Ana islevleri, koruma ve onarim, cilt
rengi, sicaklik kontrolleri, nem tutma, bagisiklik saglama, cilt organellerini
depolama, emilim ve D vitamini sentezidir (61). Derinin bu orta tabakasi, minimum
miktarda kolajen ve bol kan dolasimi olan bag dokusu igerir. Bu tabakanin nemi ve
kalinlig1 yasla birlikte azalir. Dermiste bulunan hiicre tipleri fibroblastlar, mast
hiicreleri ve histositlerdir. Sa¢ kdkleri, sinirler, lenf damarlar1 ve ter bezleri de
cildin dermal tabakasinda bulunur. Bu kisim sinir ve kan damarlar1 agisindan

zengindir (62, 63).

Dermis {i¢ tabakadan olusur. Papiller tabaka {ist tabakadir, daha incedir,
gevsek bag dokusundan olusur. Subpapiller tabaka, papiller tabakanin altindaki
alandir ve papiller tabakada oldugu gibi burada da aym bilesenler bulunur.
Retikiiler tabaka, dermisin en 6nemli kismidir ve ¢ok yogun bag dokusu ve lif
bilesenlerinden olusur. Retikiiler tabaka daha derindeki tabakadir, daha kalindir,
daha az hiicreseldir. Dermisin alt kism1 deri alt1 yag dokusu ile temas halindedir
(64).

2.1.3. Hipodermis

Hipodermis dermise kadar derindir ve ayrica subkutan fasya olarak da
adlandirilir. Derinin en derin tabakasidir ve kil folikiilleri, duyusal néronlar ve kan

damarlar1 gibi bazi deri ekleriyle birlikte yag lobiilleri igerir. Dermisin altindaki bu



yag tabakasi, hayati i¢ organlari mekanik travmalardan koruyan bir tampon
tabakas1 ve ayrica soguga kars1 koruyan bir yalitim tabakasi gorevi goriir. Ayrica
burada bulunan yag, viicut i¢in bir enerji deposudur. Yagin miktar1 ve dagilimi

blyik Olctide kalitsal faktorlere, diyete ve fiziksel aktiviteye baghdir (17).
2.1.4. Yag Bezleri

Yag bezleri, deride, memelilerin saglarim1 ve derisinin yaglanmasini
saglayan, sebum adi verilen yagli veya mumsu bir madde salgilamak i¢in bir kil
folikiiliine agilan mikroskobik ekzokrin bezlerdir. Sebum yapiskan bir sividir ve
polar olmayan lipidlerin bir karigimidir. Trigliseritler (~%16), serbest yag asitleri
(~%33), mum esterleri (~%26), skualen (~%12), kolesterol esterleri (~%3) ve
kolesterolden (~%1.5) olusur. Baskin yag asitleri, C16 ve C18 karbon zinciri
uzunlugundaki esansiyel yag asitleridir, burada baskin asit oleik asittir (65).
Doymus yag asitleri arasinda en yaygin olani palmitik asittir. Sebum bilesimi
nispeten sabittir. Sebum bilesimindeki en biiylik degisiklikler, ergenlerde,
trigliseritlerin serbest yag asitlerine yogunlastirilmis hidrolizi sirasinda gozlenir
(15). Sebum iiretimi, bireysel Ozellikler ve c¢evresel faktorler tarafindan
kosullandirilan ¢ok dinamik bir siiregtir. G6zlenen sebum {iiretimi erkeklerde
kadinlardan daha fazladir. Sebum {iretimi, yag bezlerinin yogunluguna, konumuna
ve aktivitesine baglidir. Kafa derisi, yiizlin T bdlgesi, sternum veya interskapular
alanlar gibi alanlarda yogunluklar: cildin santimetre karesinde 900 adettir, ancak

diger yerlerde santimetre karede 100'den az yag bezi gozlenir (66).

Sebum, epidermal lipidlerin biitiinliigiinii korumaya yardimci olan Ug¢
boyutlu yapilarinin olusturulmasinda rol alir (67, 68). Hem proinflamatuar hem de
antiinflamatuar 6zelliklere sahip olan patojenik mikroorganizmalarin gogalmasina
kars1 koruyucu bir tabaka olusturur (69). Sebum, asir1 neme ve ortam sicakligindaki
degisimlere kars1 bir tiir yalittm olusturur (67). Ayrica epidermisin su baglama
kapasitesinin korunmasina yardimci olur (31,69). Uygun sebum ftiretimi, kornifiye
tabakanin yiiksek diizeyde nemlenmesi ile iliskilidir (34). Fizikokimyasal
ozellikleri sayesinde cilde uygulanan bilesiklerin segici gegirgenligini etkiler (36).
Ayrica, antioksidan Ozelliklere sahiptir ve cildi sebasdz trombosit aktive edici

asetilhidrolaz II'nin islev bozukluguna bagli UVB radyasyonundan korur (44).



Kornifiye tabakanin lipitleri, deri yiizeyinden ¢esitli bilesiklerin emiliminin
dizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynar (36). Epidermis yoluyla ve deri
uzantilar1 yoluyla olmak tizere iki sekilde emilim vardir. Ana yol, epidermis
yoluyla segici emilimdir. Hiicre dis1 lipidlerin zit elektrik yiikiiniin katmanl, ¢ift
katmanlt yapisi, lipofilik maddelerin ¢oziilmesini kolaylastirir. Hidrofobik
Ozellikleri asir1 su kaybini ve hidrofilik maddelerin ¢6ziinmesini engeller.
Maddelerin cilt ylizeyinden emilimi biiyiik 6l¢lide stratum corneum tabakasinin
korneositlerinin boyutuna baglidir. Emilim hiicreler aras1 boslugun kapasitesi ile
dogru orantili ve hiicrelerin boyutu ile ters orantilidir (70). Molekiil agirlig1 500
Da'nin altinda olan polar olmayan bilesikler epidermisten kolayca geger.
Maddelerin deri ekleri (ter bezleri, yag bezleri, sa¢ kokleri) yoluyla emilimi sadece
miitevaz1 bir Slgiide gergeklesir. Daha az segicilik ve daha biiyiikk molekiilleri
gecirme olasiligr nedeniyle hizli niifuz yolu olarak adlandirilir. Bu nedenle, yiiz
veya govdenin list kismi gibi birgok ter bezi bulunan alanlar, potansiyel olarak

proinflamatuar maddelerin absorpsiyonuna daha fazla maruz kalir (31).
2.1.5. Ekrin Bezleri

Ekrin ter bezleri, viicudun her yerinde, en ¢ok da ayak tabanlarinda bulunan
basit, sarmal, boru seklindeki bezlerdir. ince deri viicudun ¢ogunu kaplar ve ter
bezlerinin yan sira kil folikiilleri, kil toplayici kaslar ve yag bezleri igerir (71).
Ekrin ter bezleri, buharlagmayla 1s1 kayb1 yoluyla termoregiilatuar bir islev goriir.
Viicudun i¢ sicakligt yiikseldiginde, ter bezleri cilt yilizeyine su birakir. Orada hizla
buharlasir, ardindan cildi ve altindaki kami sogutur; bu, insanlarda
termoregulasyonun en etkili yoludur (72). Ekrin ter bezleri ayrica iyon ve azotlu
atik atilimina katilir. Duygusal veya termal uyaranlara yanit olarak ter bezleri

gunde en az 500 mL ila 750 mL ter Uretebilir (71).

Ter bezleri cilt hasarinda yenileyici bir rol oynar. Retikiiler dermise uzanan
ikinci derece deri yaniklarinda epitel rejenerasyonu, kil folikiilleri, yag bezleri ve
ter bezleri dahil olmak {izere deri ekleri yoluyla gergeklesir. Bu uzantilart
cevreleyen epitel hucreleri, 1 ila 3 hafta slrebilen bir slrecte yeni bir epitel

olusturmak i¢in ilerleyen daha fazla epitel hiicresi Gretir (71).



2.2. Deriden Gegis Yollar:

Deri, ii¢ ana tasima yolunun bulundugu ¢ok katmanli canli bir zar olarak
kabul edilebilir. Deriden gecis yollar1 transseliiler (hiicrelerinden i¢inden gegerek),
interseliiler (cilt hiicreleri arasindan gegerek) ve sag folikillerinden, ter bezlerinden
ya da yag bezlerinden gegerek tasima (Sekil 2-2) olarak siniflandirilabilir (73). Sag
folikiillerinden, ter bezlerinden ya da yag bezlerinden gecerek tasima, en hizlist

olmasina ragmen, derinin ¢ok kiiciik bir kismu ile sinirlidir (<%0,1) (74).

Maddenin fizikokimyasal 6zelliklerine bagli olarak farkli tasima yollar
mevcuttur. Cilt, hem nemden (su) hem de sebumdan (yagli maddeler) olusur.
Fizyokimya, madde konsantrasyonu, yayilabilirlik ve maruz kalma yolu gibi
faktorler transdermal absorpsiyonu etkiler (75). Suda ¢6zinir maddelerin esas
olarak boynuzsu tabakadaki hidrath keratinositler yoluyla tasindig1 yaygin olarak
kabul edilmektedir. Mekanizma heniiz tam olarak anlasilmamis olsa da, lipofilik
maddelerin bunun yerine hiicreler arasi1 lipidler yoluyla difiize oldugu
varsayllmaktadir. Genel olarak, maddelerin stratum corneum boyunca diflizyonu

pasiftir, yani hlicrelerden enerji gerektirmez (76).
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Sekil 2-2: Deriden gecis yollar1 (73)
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flacin deriye uygulanmasindan sonra ilk asama madde boynuzsu tabakanin
dis tabakasinda partisyonudur. Daha sonra epidermisten maddenin pasif difiizyonla
gecisi  gerceklesir. Ardindan, uygulanan maddenin dermise penetrasyonu
gerceklesir. Son asama, penetre olan madde deri altindaki damarlardan emilerek

sisteme dolasima katilmasidir (77).
2.2.1. Deriden Gecis Mekanizmalari

[lag emilimi, ilacin fizikokimyasal dzellikleri, formiilasyonu ve uygulama
yolu ile belirlenir. ilacin yan1 sira diger bilesenlerden olusan dozaj formlar1 (6.
tabletler, kapsuller, soliisyonlar), ¢esitli yollarla (6rn., oral, bukkal, dil alt1, rektal,

parenteral, topikal, inhalasyon) verilmek tizere formiile edilmistir (78).

Hiicre zari, polar maddeler ve makromolekiiller i¢cin bariyer goérevi
gorirken, kucuk polar molekiller ve su gibi maddeler ig¢in kismi gegirgendir.
Maddeler hiicre zarindan cesitli transport mekanizmalar1 ile ge¢mektedirler.
Transepidermal gecis sirasinda dort farkli transport mekanizmast bulunmaktadir.

Bu mekanizmalar, aktif transport, pasif transport, endositoz ve transsitozdur (79).

Deriden ila¢ gec¢isinde ana bariyer olan boynuzsu tabakadan gecis temel
olarak pasif difiizyon ile gerceklesir. Yiksiiz ve kiigiik ¢capli molekiillerin gecisi
pasif transport ile gerceklesir. Molekiillerin biiytikliigli ve maddenin lipit
tabakalarindaki ¢oziiniirliigii, ilag molekiillerinin zarlardan gec¢is hizini etkileyen
faktorlerdir. Kiigiik partikiil boyutuna sahip ya da apolar maddelerin ge¢isi hizl
olurken, daha biiyiik partikiil boyutuna sahip maddelerin gecisi yavastir (80).

Aktif transport araciligiyla gegis, polar ve iyonik molekiillerin gegisinde
gerceklesir. Aktif transport konsantrasyon gradientine karsi, pasif difiizyon
konsantrasyon gradienti ile gerceklesir. Endositoz ya da transitoz ile
makromolekiillerin ~ ge¢isi  saglanir. Endositoz  sirasinda, hiicre  zari
makromolekiillerin etrafim  ¢evirir. Makromolekiiller, hiicredeki lizozomal
enzimler yardimiyla parcalanir. Transsitoz ise, epitel hiicrelerin yiizeylerinde
bulunan reseptorlere makromolekiiller baglanmasiyla ve ardindan reseptor-
makromolekul kompleksinin tasiyict igerisinde birlesip hiicre disina tasinmasiyla

gerceklesir (81).



Bir ilag molekiiliiniin cildin degisik tabalar1 igerisine penetrasyonu kiitan
penetrasyon olarak adlandirilir. Perkiitan ya da transdermal absorpsiyonda, ilag
derinin icine girmenin yaninda, deri i¢indeki damarlar igine de girer.
Formilasyonun etkisi, derinin fizyolojisi, ilag maddesinin fizikokimyasal
Ozellikleri ve biyolojik etmenler, transdermal absorpsiyonu etkileyen temel
faktorlerdir (74). Transdermal sistemler, ilaglarin deriden gegmesini saglamak i¢in
yeterli bir ilag yiikii ile doyurulmus deri boyunca pasif difiizyon i¢in maksimum

termodinamik itici giicii saglayacak sekilde formiile edilmelidir (82).
2.2.2. Deriden Gegisi Arttirmaya Yonelik Yaklasimlar

Boynuzsu tabakanin bariyer Ozelliklerini degistirmek icin kullanilan
teknolojiler pasif (kimyasal) veya aktif (fiziksel) metodlar olarak siniflandirilir.
Deri gegirgenligi i¢in aktif yontemler arasinda ultrason, elektrik destekli yontemler
(elektroporasyon ve iyontoforez), hiza dayali cihazlar (toz enjeksiyon, jet
enjektorler), termal yaklasimlar (lazerler ve radyo frekansli 1sitma) ve mikroigneler
(MN) ve bant gibi mekanik metodolojiler bulunur. Bu yaklasimlar, deriye daha
genis bir ilag smifinin verilmesine izin verir. Aktif yontemler, deri boyunca ilag
tasinmasi i¢in bir itici gii¢ olarak veya boynuzsu tabakayi fiziksel olarak bozarak

harici enerjinin kullanilmasini igerir (83, 84).

Pasif yontemler, stratum corneum yapisini degistirmek icin yeni ilag
tasiyic1 sistemlerin kullanilmasini ve formiilasyonun optimizasyonunu igerir
(85,86,87). Pasif yontemlerin, kimyasal gugclendiriciler ve emiulsiyonlar ile
transdermal yamalar i¢ine dahil edilmesi nispeten kolaydir (88). En yaygin olarak
kullanilan pasif yaklagimlardan biri, ilacin deriden gecisini kolaylastiran kimyasal
penetrasyon arttiricilarin kullanilmasidir (89). Penetrasyon arttiricilarin stratum
corneum lipid ¢ift katmanlarinin akiskanliginin arttirilmasi, hiicreler arasi
proteinlerle etkilesim, hiicreler aras1 lipitlerin bozulmasi veya ekstraksiyonu, ilacin
termodinamik aktivitesinin artmasi ve stratum corneum hidratasyonunun
arttirtlmasi gibi ¢esitli etki mekanizmalar1 vardir. Birkag tip penetrasyon arttiric
bilinmektedir ve etki mekanizmalarindan ziyade kimyasal yapilarina gore birkag
gruba ayrilabilirler (90). Yaygin olarak arastirilan penetrasyon arttiricilarin
ornekleri alkoller, siilfoksitler, azon, pirolidonlar, ugucu yaglar, terpenler ve

terpenoidler, yag asitleri, su ve iiredir (91). Bununla birlikte, penetrasyon



arttiricilarin en biiylik sinirlamasi, etkinliklerinin genellikle cilt tahrisi olusumu ile
yakindan iligkili olmasidir (90). Teknolojideki son gelismeler, penetrasyon
arttiricilar alanina proniozomlar ve mikroemiilsiyon jeller gibi yar1 kat1 araglarin
yeni varyasyonlarin1 getirmistir (88). Proniozomlar iyonik bazli olmayan yiizey
aktif madde vezikiilleridir, ila¢g salinimi ve deri yoluyla niifuz etmeden &nce
hidratasyon gerektirebildikleri i¢in “kuru niozomlar” olarak bilinirler. Hidratasyon
Uzerine proniozomlar, stratum corneum boyunca diftizyon yapabilen ve daha sonra
ilacin vezikiil/stratum corneum yiizeyinde yiiksek bir termodinamik aktivite
gradyanina neden olan hiicre ylizeyine yapisabilen niozomlara donistiiriiliir,
bdylece penetrasyon igin itici gl¢ gorevi gorur (88,92). Penetrasyon arttiricilarla
ilgili sinirlamalardan bazilari, zayif etkinlik ve giivenliktir. Deri boyunca tasimay1
artirma yetenekleri diisiik ve degiskendir (92,93). Giivenlik hususlar ile ilgili
olarak, penetrasyon arttiricilarin sinirh sayida vakada lokal inflamasyon, eritem,
sisme ve dermatit dahil olmak tizere potansiyel olarak cilt tahrisine neden oldugu
gosterilmistir. Pasif yontemlerden formiilasyon optimizasyonu, ilag molekiiliiniin
giivenli bir ilag tasiyict sistem igerisinde tasinmasini ifade eder. Bu yontemle ilacin
lipozom, nanopartikiil gibi bir ilag tastyici sistem ile biyoyararlaniminin arttirtlmasi

mumkandur (94).
2.3. Deri Yaslanmasi

Viicudun dis ¢evreye maruz kalan en genis organi olan cilt, hem i¢ hem de
dis faktorlere maruz kalmaktadir. Cilt yaslanmasi, i¢ ve dis faktorlerin neden
oldugu karmasik bir biyolojik siiregtir (1). Igsel yaslanma, ince, kuru cilt, ince
kirigikliklar ve kademeli dermal atrofi ile sonuglanan kaginilmaz bir fizyolojik
stirectir; dissal yaslanma ise hava kirliligi, sigara, kotii beslenme ve giinese maruz
kalma gibi dis ¢evre faktdrlerinden kaynaklanir ve sonug olarak kaba kirigikliklar,
elastikiyet kayb1, gevseklik ve kaba dokulu goriiniim ortaya ¢ikar (95). Ozellikle,
ultraviyole (UV) radyasyonuna uzun siireli maruz kalma, dis cilt yaslanmasimin
birincil faktoriidiir ve fotoyaslanma olarak adlandirilir. Bu yaslanma siireglerine
kutandz hiicrelerde fenotipik degisikliklerin yami sira cilde gerilme kuvveti,
elastikiyet ve hidrasyon saglamak i¢in gerekli olan kollajenler, elastin ve
proteoglikanlar gibi hiicre disi matris bilesenlerinde yapisal ve fonksiyonel

degisiklikler eslik eder (95, 96). Cilt elastikiyeti kayb1 zamanla ciltte sarkmaya yol



acar (96). Epidermal doniisiim hizinin yavaglamasi ve hiicre dongiisiiniin uzamasi,
yaslt eriskinlerde daha yavas yara iyilesmesi ve daha az etkili deskuamasyon ile

sonuglanir (97).

Icsel cilt yaslanmasi, kronolojik olarak fizyolojik bir degisim siirecidir.
Icsel yaslanmaya ugrayan cilt icin en dikkat cekici histolojik degisiklikler bazal
hiicre tabakasinda meydana gelir. Arastirmalar, bir kisi yaslandik¢a bazal
tabakadaki hiicrelerin ¢ogalmasinin azaldigin1 ortaya koymaktadir. Zamanla
epidermis daha ince hale gelir ve dermis ile epidermis arasindaki temas yiizey alani
azalir, bu da epidermise besin saglamayan alanin kiigilmesiyle ve bazal hiicre
proliferasyonunun daha da zayiflamasi ile sonuglanir (98,99). Vaskiilarize dermis
tarafindan avaskiiler epidermise besin destegi azalir. Keratinositler, fibroblastlar ve
melanositler dahil olmak iizere hiicrelerin proliferatif yeteneginin azalmasi
stirecine hiicresel yaslanma denir. Farkli yaglardaki insan dondrlerinden alinan deri
orneklerinde, dermal fibroblastlarda ve epidermal keratinositlerde yaslanma
belirteci b-galaktosidaz ekspresyonunda yasa bagl bir artis goriilmiistiir, bu da

yasli derinin daha fazla senesent hiicre igerdigini gostermektedir (100).

Ek olarak, arastirmalar 1giktan korunan yash cildin dermisi, 1s1tan korunan
geng cilde gore yalnizca daha az mast hiicresi ve fibroblast degil, ayn1 zamanda
seyreklesmis kolajen lifleri ve elastik lifler de gostermistir. Fibrilin pozitif yapilarin
belirgin bir kaybinin yani sira azalan kolajen tip VII (Col-7) igerigi, yaslanan cildin
dermis ve epidermisi arasindaki bagi zayiflatarak kirigiklarin artmasina yol acar
(101,102). Igsel faktorlerle yaslanmaya ugrayan ciltte, sadece elastin, fibrillin ve
kollajenler dahil olmak iizere lifli hiicre dis1 matris bilesenlerinin degil, aym
zamanda oligosakaritin de dejenere olmakta ve bu da cildin bagl suyu tutma

yetenegini negatif yonde etkilemektedir (103).

Derinin igsel yaslanmasi algilanamayacak kadar yavas hareket eder ve
popiilasyonlar, ayni etnik kdkene sahip bireyler ve ayni kisinin farkli bolgeleri
arasinda onemli farkliliklar gosterir. Esasen igsel cilt yaglanmasi ancak oldukca
ileri yaslarda goriilebilir ve soluk, daha kuru, daha az elastik ve ince kirisikli cilt
ile karakterizedir. Yiizdeki ek deri alti degisiklikler de belirginlesmis ifade
hatlarina yol acar (104,105).



Icsel faktorlerin yani sira giinese maruz kalmanin da cilt yaslanmasina yol
actigr bilinmektedir (104). UV radyasyonuna maruz kalma, dis kaynakli cilt
yaslanmasinin birincil faktoriidiir ve ylizdeki yaslanmanin yaklasik %80'inden
sorumludur (105). i¢sel faktorlerle yaslanmus ciltteki daha ince epidermisin aksine,
UV 1smh epidermis kalinlasir (106). Epidermisin en dig tabakasi olan stratum
corneum, korneosit dezmozomlarinin pargalanmamasi nedeniyle etkilenir ve
kalinlasir. Epidermal keratinositlerin farklilasma siirecinin UV radyasyonu ile
bozulmasi ile uyumlu olarak, stratum corneum'da farklilagsma belirteci involukrin
ekspresyonu artar. Bazal hiicrelerde, hiicre digi matris proteinleri ile etkilesime
giren ve epidermal kok hiicre belirteclerinden biri olarak kabul edilen hiicre-yiizey
proteini bl-integrin ekspresyonu biiyiik oOlglide azalir, bu da yash bazal

keratinositlerdeki proliferasyonun da bozuldugunu gosterir (107, 108).

UV isinlarina maruz kalan cilt bolgelerinde keratinositlerde tip VII kollajen
ekspresyonu azalir. Tip VII kollajen, dermal-epidermal bileskedeki sabitleyici
fibrillerdir. Uretimindeki azalma, dermis ve epidermis arasindaki zayiflamis
baglanti nedeniyle kirigikliklarin artmasina sebep olur (109). Calismalar,
fotoyaslanmus ciltte kolajen yikiminin artmasi nedeniyle kolajen tip I'in azaldigini
gostermistir. Cesitli matris metalloproteinazlar (MMP'ler), serin proteazlar ve diger
proteazlar bu bozunma etkinligine katilir (109, 110). Fotoyaslanmus ciltte, dermisin
derinliklerinde anormal elastik doku birikir. Bu duruma solar elastoz ad1 verilir
(111). UV maruziyeti, elastin ekspresyonunu 4 kat artirir, ardindan yukarida
bahsedilen proteazlar tarafindan elastik lif boliinmesi ile karakterize edilen elastoz
meydana gelir, bu da kesik elastik liflerin siddetli bir sekilde birikmesine neden
olur. MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-12, nétrofil serin proteazlari
katepsin G ve insan 10kosit elastazinin elastini ayristirdigi bilinmektedir. Son
aragtirmalarda, fotoyaslanmanin tropoelastin molekiillerinin N-terminal ve
merkezi kisimlarin1 enzimatik boliinmeye daha duyarli hale getirdigini ve

dolayisiyla elastinin yasa bagli bozunmasini hizlandirdigini bulunmustur (95, 112).

Ayrica, yaslanma ile birlikte derinin anjiyojenik kapasitesi azalir. Bu
durum, adezyon molekillerinin anormal ekspresyonu ve bozulmus vazodilator

fonksiyon dahil olmak Gzere endotel disfonksiyonundan kaynaklanir (113).



Eksojen faktorler cilt fizyolojisini kalic1 olarak etkiler. Dis yaglanmanin en
bliylik nedeni, birikmis ve korunmasiz giines 1s1gina maruz kalmadir.
Fotoyaslanma giines 1s18indan kaynaklanir. Bu durum biiyiik 6l¢iide yiiz, boyun,
eller ve daha az alt kol ile bacaklarla siirlidir. Yiiz derisinin yaslanmasinin
%80'den fazlas1 kronik UV'ye maruz kalma nedeniyle olusmaktadir. Maruz kalma
ayrica giines yanigi, bronzlagma, iltihaplanma, bagisiklik sisteminin baskilanmasi
ve dermal bag dokusunun hasar gérmesine neden olabilir. Distan yaslanmis cildin
Ozellikleri (¢ogunlukla UV kaynakli) kaba kirisikliklar, kaba doku, benekli
pigmentasyona sahip solgun ten ve cilt elastikiyeti kaybini igerir (101, 108).

Derinlemesine niifuz eden UVA, dermisteki bag dokusuna zarar verir ve
ayrica cilt kanseri riskini artirir, UVB ise yalnizca epidermise kadar niifuz eder,
burada giines yani8i, bronzlagsma ve fotokarsinojeneze neden olabilir (96).
UVB'nin kii¢lik penetrasyon kabiliyeti cilt yaslanmasi i¢in bir avantaj olmasina
ragmen, 1s18a duyarlilastiricilar araciligiyla hareket etmemesi, hiicre ve DNA'ya
dogrudan zarar vermesi gibi biiyiik bir dezavantaja sahiptir (114). UVB, dogrudan
DNA hasarinin baglica nedeni ve indiikleyicisidir. UVA, cildin foto yaglanmasinda
daha buyik bir role sahiptir ve enflamasyon ile immunosupresyona neden olur
(102). Dis yaslanmanin ilk belirtileri (maruz kalan bolgelerde) erken yasta
goriilebilir. Fotoyaglanmaya ugrayan cilt, derin kirisikliklar, gevseklik, piiriizliiliik,
solgun veya sar1 renk, artan kirilganlik, purpura olusumu, benekli pigment
degisiklikleri, bozulmus yara iyilesmesi ve iyi huylu ve kotii huylu biiytime ile
karakterizedir. Birikmis glinese maruz kalma derecesi bu degisikliklerin

biiyiikliigiinii belirler (115).

Kolajen vicutta en yiksek miktarda bulunan proteindir. Dermisin temel
yapisal bileseni olarak insan derisine gii¢ ve destek verir. Kolajendeki degisiklikler
cildin yaslanma siirecinde ayrilmaz bir rol oynar (116). Dermal kolajen demetleri
geng eriskinlerde iyi organize edilmistir ve burada i¢ i¢e ge¢mis elastik lifler
aracilifiyla diizenlenirler. Bununla birlikte, yaslanan ciltte kollajen demetlerinin
yogunlugunda bir artis vardir, ancak bunlar pargalanmis, diizensiz ve daha az
¢Oziiniir hale gelmek yerine uzayarak konfiglirasyonlarim1 kaybederler. Kollajen
indirgeyici enzimler (6rnegin, matris metalloproteinazlar (MMP'ler)) hem foto

yaslanma hem de igsel yaslanma sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)



tiretimiyle birlikte yukar1 dogru diizenlenir (117). Kollajen sentezi azalir, bu da
sentez ve bozunma arasindaki dengede bir kaymaya neden olur. Spesifik olarak,
geng ciltte kolajen I, dermal kolajenin %80'ini ve tip III, %15'ini olusturur. Bununla
birlikte, yasla birlikte kolajen I'de bir azalma ve bunun sonucunda tip III'iin tip I
kolajene oraninda bir artis olur. Kollajen IV ve VII seviyelerinde de degisiklikler
vardir. Dermo-epidermal baglantinin ayrilmaz bir pargast olan kolajen IV, diger
molekiiller i¢in yapisal bir ¢erceve saglar ve mekanik stabilitenin korunmasinda
onemli bir rol oynar. Kirisikliklarda daha diisiik seviyelerde kolajen 1V ve kolajen
VII bulunur, bu durum disiikk kolajen seviyelerinin kirisiklik olusumuna etkisi

oldugunu diistindiirmektedir (115).

Insan derisi, elastik lifler agisindan oldukca zengindir. Elastin yasa bagh
cok sayida degisiklik sergiler ve UV, cogunlukla MMP'ler tarafindan diizenlenen
elastik liflerin yeniden sekillenmesini, bozunmasini ve fotoyaglanmaya ugrayan
derinin Ust dermisinde elastinin anormal lokalizasyonunu tetikler (118).
Fotoyaslanmaya ugrayan ciltte iist dermiste yer alan bozulmus elastik lifler,
diizensiz tropoelastin ve fibrilinden olusan karisik bir kiitleyi temsil eder (119).
Cogu elastin lifi, 70 yasin lizerinde anormal goriiniir. Bu anormal malzeme cilde
esneklik kazandirmaz. Geng ciltte mekanik depresyondan kurtulma sadece
dakikalar alirken, yaslilarda bu siire >24 saate kadar uzayabilmektedir (120). UV
1sinimi1, hiicre dis1 matris malzemeleri elastin ve kollajeni bozan MMP'lerin
ekspresyonunu indiikler. Yapilan c¢alismalar, UVA maruziyetinin, lizozim
enziminin salimimina katkida bulundugunu ve bunun da hasarl elastin liflerinin

birikmesine neden oldugunu gostermistir (121).
2.3.1. Oksidatif Stres

Hiicresel ve molekiiler biyolojik mekanizmalar1 agisindan yaslanmaya
sebep olan pek ¢ok faktor bulunmaktadir. UV 1sinlar, sigara kullanimi, hava
kirliligi ve normal endojen metabolik siirecler yoluyla reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) veya serbest radikallerin iiretiminin ciltte yaslanma siirecine katkida
bulundugu diistintilmektedir. Serbest radikallerin yaslanma tizerindeki etkisi ilk kez
1956 yilinda ortaya atilan bir teori ile kabul edilmistir. Serbest radikaller ayni

zamanda oksijen tiirevleridir ve elektron kazanmak icin diger molekiillerle



birleserek olusurlar. Elektron sayisi ¢ift olan molekiiller kararli iken, elektronlar

reaktif oldugu i¢in dokulara zarar veren tek sayilar ise reaktiftir (122).

ROS, gen ekspresyon yolaklarini indiikler, kollajen yikiminin artmasi ve
elastin birikimi ile sonuglanir. ROS, sadece interstisyel kollajeni dogrudan yok
etmekle kalmaz, ayni zamanda matris-metaloproteazlarin doku inhibitorlerini
inaktive eder ve matrisi parcalayan metaloproteazlarin sentezini ve aktivasyonunu

indikler (123).

UV isinlar, ozellikle cilt yaslanmasindaki ana faktdrlerden biri olan
ROS'un olusumuna yol agar. ROS iiretimi esas olarak 320—400 nm araliginda UVA
tarafindan yonlendirilir. Cilde niifuz eden UVA 1sinlari, hiicresel kromoforlar
tarafindan emilir. Bu hiicresel kromoforlar, tirokanik asit, riboflavinler, melanin,
bilirubin, porfirin gibi bilesenleri igerir, ancak DNA'y1 icermez (114, 124).
Ligandlarin olmadig1 genel kosullar altinda, hiicre ylizeyi ilizerindeki reseptor
tirozin kinazlarin (RTK'ler) aktivitesi, RTK'leri fosforile eden reseptor protein
tirozin fosfatazlar (RPTP'ler) tarafindan inhibe edilir. Bununla birlikte, UV
radyasyonu altinda, hiicresel kromoforlar enerjiyi emer ve uyarilir, oksidasyon
urtnleri ve ROS retir. ROS, RPTP'lerin katalitik bolgelerinde sisteine baglanir,
fosforile edilmis RTK'lerin seviyesini yiikseltir ve mitojenle aktive olan protein
kinazin (MAPK) aktivasyonu ve ardindan nuUkleer faktor-kB (NF-kB) ve
transkripsiyon faktorii aktivator proteini-1 (AP-1) dahil olmak iizere asagi akis
sinyal yollarini tetikler. Bu sekilde ROS, RPTP'lerin aktivitesini inhibe eder (125).
Aktive edilmis NF-KB ve AP-1, kolajen iretimini baskilar ve MMP gen
transkripsiyonunu arttirir, bu da fotoyaslanmis ciltte kolajen iceriginin azalmasina

neden olur (Sekil 2-3) (126).
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Sekil 2-3: UV 1sinlar1 ve oksidatif stresin deriye etkisi (127)

Hiicredeki enzimatik ve enzimatik olmayan ROS kaynaklari ¢cok cesitlidir.
Direkt olarak veya yan iirlin olarak ROS {ireten enzimler arasinda mitokondriyal
elektron tasima zinciri, NADPH (Nikotinamid Adenin Dinikleotid Fosfat)
oksidazlar, ksantin oksidorediiktaz (XOR), birkag peroksizomal oksidaz, sitokrom
P450 ailesinin enzimleri, siklooksijenazlar ve lipoksijenazlar bulunur. Elektron
tasima zinciri, i¢ mitokondriyal zarda bulunur. Elektronlar, NADH yoluyla
kompleks I'e ve FADH2 (flavin adenin dinukleotidi) yoluyla kompleks II'ye
beslenir, daha sonra kompleks IllI'e ve son olarak kompleks IV'e aktarilir.
Kompleks IV'te (sitokrom c¢ oksidaz) elektronlar sonunda molekiler oksijende
biriktirilir ve bu da H>O iretimi ile sonuglanir. Bununla birlikte, elektronlar
kompleks I'V'e ulasmadan 6nce kompleks I ve I1I'te erken O2'ye sizarak su yerine
stiperoksit olusumuna yol acabilir (122, 128, 129) . Tiiketilen tiim oksijenin en az

%1-2'sinin siiperoksit olusumuna yol ac¢tig1 tahmin edilmektedir (130).

Fotoyaslanma sonucunda mitokondriyal DNA, tekrarlanan yapisal

oksidatif stres nedeniyle diizenli DNA hasarma neden olur ve 6zellikle, glinesten
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korunan cilde gore fotohasarli ciltlerde 10 kat daha yaygin olan belirli bir DNA
uzunlugunun silinmesi ile sonuglanir. Silme islemi, hiicrenin enerji liretme
kabiliyetine ek hasar vererek ROS'un daha fazla birikmesine neden olur. Foto-
hasarli ciltteki mitokondriyal DNA hasarinin boyutu kronolojik yasla degil, daha
cok foto-hasar siddetiyle iliskilidir (131, 132).

Telomerler, kromozomlarin uglarint  bozunmadan ve anormal
rekombinasyondan koruyan tekrarlayan nikleotid dizileridir. Her hicre
boliinmesiyle kisalir ve sonugta hiicresel yaslanmaya ve smirli sayida hiicre
boliinmesine yol acar (133). Telomeraz, telomerlerin kisalmasini onlemek i¢in
telomer tekrarlarini sona ekleyen bir enzimdir. UV radyasyonu asir1 ROS Uretimine
yol acarak telomer mutasyonlarina ve daha fazla hiicre 6liimii veya yaslanmasina
neden olur (134). Normal somatik hiicrelerde, DNA polimeraz, lineer DNA'nin 3'
ucunu tam olarak kopyalayamadigindan, DNA replikasyonu sirasinda hiicre
boliinmesi basma 100 baz ¢iftinde telomeraz kisalir. Insan fibroblast1 béliindiikce
telomerazin kisalmasi azalir ve bu da kirigiklik olusumuna yol agar. Kisaltilmig
telomeraz, p53 ve pRB yollarini baslatan DNA'ya zarar verir. UV 1sinlar1 telomer
kisalmasin1 hizlandirir ve bu durum tiimdr baskilayici protein p53 gibi DNA hasari
yanit proteinlerinin aktivasyonu ile sonuglanir. Ayrica, hiicre tipine bagli olarak

proliferatif yaglanmay1 veya apoptozu indiikler (135).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), hem igsel yaslanma hem de foto
yaslanmanin dermal hiicre dis1 matris degisikliklerinde kritik bir rol oynadig1 kabul
edilmektedir. ROS, mitokondriyal elektron tasima zinciri, peroksizomal ve
endoplazmik retikulum (ER) lokalize proteinleri, siklooksijenazlar, lipoksijenazlar,
ksantin oksidazlar ve nikotinamid-adenin dinukleotit fosfat oksidazlar gibi
enzimler dahil olmak iizere farkli kaynaklardan iiretilebilir. ER'de ROS {iretimine
ana katkida bulunanlar, sitokrom P450 ailesinin iiyeleri ve protein disiilfid
izomeraz ile endoplazmik retikulum oksidorediktin-1 (ERO1) kombinasyonudur.
Protein disiilfid izomeraz, katlama islemi sirasinda reseptor proteinlerinde disiilfid
baglarinin olusumunu indiikler. Bu siiregte izomeraz indirgenir ve oksidorediiktin
EROI tarafindan yeniden iiretilir. indirgenmis protein ERO1 sonunda elektronu
kofaktor FAD araciligiyla molekiiler oksijene aktarir. Eksik transfer siiperoksit

uretimine yol acabilir (115). Esas olarak ER'de bulunan sitokrom P450 ailesi, bu



maddelerin suda ¢oziinlrligiinii artirarak, ksenobiyotiklerin veya lipofilik
bilesiklerin detoksifikasyonundan sorumludur. Bu igslem i¢in elektronlar, sitokrom
P450 rediiktaz yoluyla NADPH'den sitokrom P450'ye aktarilir ve sonunda
ksenobiyotiklerin hidroksilasyonuna yol acar. Elektron transferi sirasindaki
herhangi bir sizint1 oksijen radikallerinin, 6zellikle de siiperoksitin olusumuna
neden olur (136). UV isinlarina maruz kalan deride meydana gelen reaksiyonlar
Sekil 2-4’te gosterilmistir (115).

Deride ROS iiretimini indiikleme kapasitesine sahip ¢esitli ksenobiyotikler
ve Kirletici etmenler arasinda polisiklik aromatik hidrokarbonlar &zel ilgi
gormektedir. Bu diizlemsel aromatik bilesikler komiirde, yagda ve katranda
bulunur ve 6zellikle yandiktan sonra tehlikelidir. Isiktan gelen enerjiyi absorbe
ettikten sonra bu maddeler fotoaktif hale gelir ve sonraki islemlerde ROS iiretimi

altinda molekiiler oksijen ile reaksiyona girer (115).
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Sekil 2-4: UV 1simasina maruz kalan deride meydana gelen reaksiyonlar
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2.3.2. Deri Yaslanmasini Onlemeye Yonelik Yaklasimlar

Foto ve kronolojik yaslanmanin dermal ve epidermal belirtilerini tersine
cevirmeye yonelik cilt yaglanmasi karsit1 stratejiler, cilt bakimi, topikal ajanlarin
kullanimi, invaziv yontemler, sistemik ajanlar, eksojen yaslanma faktorlerinden
kaginma, yasam tarzinin ve aligkanliklarin diizeltilmesi olarak gruplandirilabilir.
Kozmetik bakim, giinliik cilt bakimini, kimyasal veya fiziksel genis spektrumlu
filtreli giines kremleri kullanarak fotoyaslanmayi Onlemeyi ve popiilasyonu
fotoyaslanma konusunda daha bilingli davranis kazanmalar1 i¢in bilinglendirmeyi
amaglar. Topikal ajanlar, yaslanmanin belirti ve semptomlarini dnlemeye veya
azaltmaya calismak i¢in topikal antioksidanlar ve hiicre diizenleyiciler gibi aktif
maddeler iceren formiilasyonlarin kullanimini kapsar. invaziv yontemler, kimyasal
peelingler, goriiniir 151k cihazlari, yogun darbeli 151k (IPL), lazerle foto-
genglestirme, radyofrekans (RF), enjekte edilebilir cilt biyostimiilasyonu

destekleyici tirtinlerdir. Sistemik ajanlar ise antioksidanlardir (138, 139).

Saglikli ve isleyen cilt bariyeri dehidratasyona, ¢esitli mikroorganizmalarin
penetrasyonuna, alerjenlere, tahris edici maddelere, reaktif oksijen tiirlerine ve
radyasyona kars1 6nemli bir koruyucudur. Cilt bariyeri, penetrasyona izin verecek
sekilde 0zel olarak ayarlanabilir. Bu nedenle giinliik cilt bakimi cildin
yenilenmesini, elastikiyetini, piirlizsiizliigiinii artirabilir ve bdylece cilt durumunu
gecici olarak degistirebilir (140). Ancak, cildin kollajen, elastin gibi birincil yapisal
bilesenlerinin bozulmasim1 ve kirigikliklarin olusumunu 6nlemek icin cildin
bozulmasini durdurmak gerekir. Bu bilesikleri cilde uygun sekilde vermek icin
gereken teknoloji heniiz gelistirilmemis olsa da, bazi iiriinler bu maddelerin dogal

sentezini destekler (97).
2.3.3. Fotokoruma ve Antioksidanlar

Cildi 1yilestirmek icin topikal veya sistemik antioksidanlar tarafindan ROS
etkilerinin azaltilmasi, kirigiklik olusumunu engellemeye veya geciktirmeye
yonelik biitiinsel bir yaklagimdir. Bu yaklasim, reaktif oksijen tiirlerinin etkileriyle

mucadele etmeyi temel alir (141).

Insan derisi, hiicreleri serbest radikallerin zararli etkilerinden korumak igin

bir dizi antioksidan enzimle donatilmistir. Derideki antioksidan molekiiller, onlari



ortadan kaldirmak veya zararli etkilerini en aza indirmek i¢in ROS veya yan
iriinleri ile etkilesime girer (138). Derideki antioksidanlarin dagilimi tek tip
degildir, ancak daha derin katmanlarda daha yiiksek konsantrasyonlarda ve cilt
ylizeyine dogru azalan konsantrasyonlarda bir gradyan izler (3). Bu, SC
katmanlarinin fizyolojik doniisiimiin bir parcasi olarak zamanla yukari dogru
hareket etmesi ve yeni farklilasmis keratinositlerin yerini almasiyla agiklanabilir.
Bu nedenle, yiizeysel katman, daha derin bir katmandan daha uzun sire kronik
oksidatif strese maruz kalir. Bu antioksidan molekiiller arasinda glutatyon (GSH),
E vitamini, C vitamini, GSH peroksidazlar, GSH reduktaz, GSH S-transferazlar,
superoksit dismiitazlar, katalaz ve kinon rediiktaz bulunmaktadir. Vitamin C ve
GSH ¢o6ziiniir antioksidanlardir, vitamin E ise membrana baglidir ve serbest radikal

aracili zincir reaksiyonlarini durdurabilir (142).

Superoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon biyosentezleyici enzimler
gibi enzimler dokular1 serbest radikallerden korur. Ek olarak, A, C ve E vitaminleri
gibi antioksidan molekuller ya serbest radikallerin hassas biyolojik molekilleri
oksitlemesini Onleyerek ya da serbest radikallerin olusumunu azaltarak ve
halihazirda olusmus ROS'n bastirarak yaslanma siirecini yavaslatir. Bu
antioksidanlarin yani sira antioksidan enzimlerin seviyeleri, yas ve UV maruziyeti
gibi cesitli ¢evresel stres faktorleri ile azalir. ROS seviyeleri hizla arttiginda, ciltte
bulunan antioksidanlar bu ROS'lar1 etkili bir sekilde temizleyemezler. Bu
antioksidanlart yenilemek cildi yaslanmaya kars1 koruyabilecek bir yaklagimdir

(143).

Antioksidanlar, reaktif molekiilleri inhibe ederek zararli serbest radikalleri
notralize eder, boylece hicreleri endojen ve eksojen stres faktdrlerinden korur,
hiicrelerin yasamlarmni ve canliliklarini uzatir. Ideal kosullar altinda cilt, kendisini
serbest radikal hasarindan korumak i¢in bir dizi endojen enzimatik ve enzimatik
olmayan oksidan kullanir. Enzimatik antioksidanlar arasinda glutatyon peroksidaz,
stiperoksit dismutaz ve katalaz yer alir; enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda
C vitamini, glutatyon, E vitamini, koenzim Q10 (ubikinon-10) ve alfa lipoik asit
bulunur. UV 15181na maruz kalmanin, kronolojik yaslanma gibi dogal olarak olusan

bu antioksidanlar1 tiikettigi bilinmektedir. Yeterli antioksidan koruma olmadan,



uretilen serbest radikaller kontrolsiiz birakilir ve bu da cildin yaslanmasina neden

olur (144).

Yapilan ¢alismalarda, cildi ek antioksidanlarla takviye etmenin gilines
kaynakli hasarlara kars1 dikkat g¢ekici bir sekilde ek koruma sagladigi, cilt
yaglanmasin1 yavaslattigi, iltihab1 azaltti§i ve nihayetinde cilt gorinimiini
iyilestirdigi gosterilmistir (145). Kirigikliklara kars1 gelistirilen son nesil tedaviler,
stperoksit dismutaz, Vitamin C, E, resveratrol, alfa lipoik asit gibi bilesenlerin
antioksidan o6zelliklerine dayanir. Topikal uygulanan antioksidanlar, serbest
radikal aracili foto-karsinojenez ve foto-yaslanma insidansini azaltma yetenekleri
nedeniyle UV hasarli ve yaslanan cildi korumak ve iyilestirmek i¢in genis kapsamli

faydalara sahiptir (146).

Savunma mekanizmalarini gliglendirmek ve ciltteki antioksidan diizeylerini
desteklemek igin gecmisten gliniimiize dek ¢esitli yaklagimlar uygulanmistir. Oral
takviyeler, absorpsiyon, tasima ve metabolizma dahil olmak ftizere fizyolojik
siireglerden dolay1 cilt antioksidan seviyelerini arttirmada yeterince basarili
olmamaktadir. Calismalar, antioksidanlarin cildin antioksidan rezervuarini
dogrudan desteklemek icin deri yoluyla verilebilecegini gostermistir. Topikal
ajanlar tek basimna cilt yaglanmasin1 onleme ve tedavi saglar. Bununla birlikte,
topikal bilesiklerin ¢ok cesitli mevcut kozmetik prosediirlerden bir veya birkagiyla
birlestirilmesi, yaglanmay1 geciktirici etkilerin en iist diizeye c¢ikarilmasina

yardimci olur (147).
2.3.3.1. Resveratrol

Resveratrol (3,5,4-trihidroksistilben), meyvelerde, 6zellikle tGzim, cilek
gibi meyvelerin kabuklarinda, ayrica yer fistifive cayda bulunan kimyasal bir
bilesiktir (148). Resveratroliin cis ve trans olmak iizere iki farkli izomerik formu
dogada mevcuttur. Resveratroliin trans formu, konfigiirasyonu nedeniyle
Ostrojenik aktivite gosterir. Resveratrolliin cis-formu kararsizdir ve UV 1s181na
maruz kaldiginda trans-forma dontisiir (149). Trans-resveratrol ve cis-resveratroliin

yapist Sekil 2-5’te gosterilmistir.
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Sekil 2-5: Trans-resveratrol ve cis-resveratroliin kimyasal yapilar: (150)

Resveratroliin, 6zellikle patojen saldirisi, yaralanmasi veya UV maruziyeti

sonucu bitkiler tarafindan iiretilen bir fitoaleksin oldugu bilinmektedir (151).

Resveratrol, bir antioksidan ve anti-mutajen olarak kanser olusumuna yol
acan hiicre degisikliklerini bloke eder ve viicutta istenmeyen dokularin olusmasini
engeller. Polifenoller, flavonoid ve flavonoid olmayan olarak ikiye ayrilir.
Flavonoidler, meyve ve sebzelerde bulunan en yaygin polifenollerdir. Flavonoid
olmayan polifenoller ise stilbenler ve ligandlardan olugsmaktadir. Dogal bir stilben

olan resveratrol, flavonoid olmayan biyolojik olarak en aktif fenoldur (152).

Vitamin E, glutatyon, koenzim Q10 ve alfa-lipoik asit giinimuzde esansiyel
antioksidanlar olarak bilinmelerine ragmen, son zamanlarda bir¢cok yaslanma
karsit1 iriiniin iceriginde resveratrol maddesine yer verilmektedir. Uzim
kabugundaki resveratroliin antioksidan 6zelligi, E vitaminden 50 kat ve C
vitaminden 30 kat daha fazladir. Resveratrol, insan derisindeki baglanma
bolgelerine baglanir ve keratinositlerdeki mitokondriyal disfonksiyonu ve

apoptotik olaylar1 bloke ederek normal cilt yaslanma siirecini geciktirir (3).

Insan keratinosit hiicreleriyle yapilan calismalar, trans-resveratroliin
hidrojen peroksit Uretimini inhibe edebildigini gdstermistir. Transresveratroliin
insanlarda UVA radyasyonuna karst koruyucu etkisinin yani sira yaslanmanin

klinik belirtilerini de iyilestirmektedir (153).



Resveratrol antiinflamatuar etkisi ile doku hasarin1 ve hiicresel
proliferasyonu engeller (154). In vitro ¢alismalar, resveratrolin hem AP-1
(aktivator protein 1) hem de NFkB (Nikleer Faktor kappa B)'min asagi dogru
regiilasyonunda rol alip ve bodylece dermal kollajenin korunmasinda ve cilt

iltthabinin azaltilmasinda 6nemli bir rol oynadigini gostermistir (155).

Sirtuin 1 (SIRT1) ve nukleer faktor eritroid 2-iliskili faktor 2 (Nrf2) yollari,
resveratroliin biyolojik etkisi ile ilgili daha yaygin olarak incelenen yollardan
ikisidir ve yaslanmay1 geciktirme potansiyeli ile baglantili olmaya devam
etmektedir. Resveratroliin, sirtuin adi verilen 6nemli bir enzim grubunu aktive
ederek saglik ve uzun omiir lizerinde yararl etkiler gosterdigi bilinmektedir (156).
2013’te yapilan bir ¢alisma, resveratroliin spesifik bir sirtuin geni olan SIRT1'in
aktivitesini arttirdigint  gostermistir (157). Sirtuinler ilk olarak mayalarda
kesfedilmis ve son zamanlarda memelilerde tanimlanmistir. En 6nemlisi SIRT1
olmak {izere yedi memeli sirtuin vardir. SIRT1, stres zamanlarinda hayatta kalmak
icin gerekli olan belirli transkripsiyon faktorlerini agip kapatan nikotinamid adenin
dinukleotide (NAD) bagli bir deasetilazdir. Resveratrol, peroksizom proliferator
aktivator gama koaktivator 1 alfa'y1 (PGC-1a) deasetile eden ve aktivitesinde bir
artisa neden olan SIRT1'1 aktive ederek calisir (156). PGC-1a, glukoneogenezi ve
lipid metabolizmasimi diizenleyen genlerin transkripsiyonunu indiikler. SIRTI
mitokondri hizin1 arttirmakta ve viicudu hastaliklardan korumakta gorev
almaktadir. SIRT1 ve PGC-1a araciligiyla resveratrol, mitokondriyal fonksiyonu

artirir ve enerji homeostazi {izerinde olumlu bir etkiye sahiptir (158).

Resveratroliin  stilben kimyasal yapisi, sentetik bir Ostrojen olan
dietilstilbesteroliinkine benzemektedir. Resveratrol bir fitodstrojen ve dstrojen beta
reseptor agonisti (ERB)’dir (159). Menopoz sonrasi kadinlarin yilda %1 oraninda
kolajen kaybettigi ve cildin ince, kirisik ve kirillgan hale geldigi bilinmektedir
(160). Ostrojen replasman tedavisi kolajen kaybmi azaltir ve cilt yaslanmasinin
Klinik belirtilerini iyilestirir. Resveratrol gibi fitodstrojenlerin kullanimi, iliskili

riskler olmaksizin cilt yaglanmasini 6nlemede faydalidir (161, 162).

Resveratroliin emilim orani yiiksek olmasina ragmen biyoyararlanimi ¢ok
distiktiir (163). Yapilan bir ¢alismada, 25 mg resveratrolin oral dozu %70

absorpsiyon ile sonu¢lanmasina karsin, resveratrol ve metabolitlerinin (glukuronid



ve stlfat konjugati) plazma konsantrasyonu sadece 2 uM olarak bulunmustur.

(164).
2.3.3.2. Vitamin E

Vitamin E, antioksidan 6zelliklere sahip yagda ¢6ziinen vitaminler olan
toplam sekiz farkli tokoferol ve tokotrienol kiimesinin toplu adidir. Vitamin E, dort
tokoferol (a-, B-, y- ve d-tokoferol) ve dort tokotrienol (a-, B-, y- ve d-tokotrienol)
iceren bir lipofilik bilesik grubudur (165). E vitamini olarak adlandirilan tiim
bilesiklerin kimyasal yapilari, iki halkali 6-hidroksikroman iskeletine ve (¢
izoprenoid birimden olusan bir yan zincire sahiptir. Tokoferoller, bir izopren
molekiiliiniin bir kromanol halkas1 ve bir hidrofobik yan zincirini igeren kimyasal
bilesiklerdir ve kromanol halkasindaki metil grubunun farkli ikame edilmis
konumuna ve hidrofobik yan zincirin doymamisligina bagli olarak sekiz farkl

bigimde bulunurlar (Sekil 2-6) (166).

HO R4

(b)

Sekil 2-6: (a) tokoferollerin ve (b) tokotrienollerin temel yapisi (166)



Tokoferollerin antioksidatif mekanizmasi kismen kromanol halkasindaki
hidroksil grubunun serbest radikalleri azaltmak igin bir hidrojen atomu

bagislamasina baghdir (167).

Epidermal E vitamininin en olasi fizyolojik islevi, cildin antioksidan
savunmasina katkida bulunmak, epidermisi ve dermisi ¢evresel faktorlerin neden
oldugu oksidatif strese kargt korumaktir. Vitamin E, insan vicudunda bulunan
baslica yagda ¢oziinen antioksidandir (165). E vitamini antioksidan 6zellikleri ve
serbest radikalleri temizleme ve lipit yapilarinin bir par¢asi olma yetenegi
sayesinde, lipit peroksidasyonuna karsi koruma saglar ve cilt yaslanmasini
yavaglatir (168). Alfa-tokoferoliin reaktif oksijen tiirleri tarafindan dolayli olarak
uretilen 8-hidroksideoksiguanozin miktarini azalttigi gosterilmistir, bu nedenle
ROS'un neden oldugu DNA hasarin1 azaltabilir ve bdylece cilt kanseri gelisimini

geciktirmeye yardime olabilir (169).

Fizyolojik kosullar altinda, a-tokoferol GSH'yi uyarir. Tokoferol, ¢esitli
oksidatif stres kosullarini 6nleyici etkiye sahiptir. Bir tiimdr destekleyicisi olan 12-
O-tetradecanoylphorbol-13-asetat, oksidatif stresi indiikler (170). Yapilan bir
calismada, 12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat maruziyetinden 30 dakika 6nce
cilde tokoferol uygulanmasmin, H20. indiksiyonunu, miyeloperoksidaz
aktivitesini, ksantin oksidaz aktivitesini ve lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi

goriilmistiir (171).

Alfa-tokoferol asetat, UVB'nin neden oldugu 6dem, eritem ve lipid
peroksidasyonunu baskilar. UVA, mRNA'nin ekspresyonunu ve interlokin 8 (1L-
8) proteininin salgilanmasini 6nemli Olglide diizenler ve AP-1 DNA baglama
aktivitesini arttirir. UVA'nin bu etkileri, doza bagli bir sekilde a-tokoferol
tarafindan etkili bir sekilde azaltilabilmektedir (172).

Alfa -tokoferoliin, AP-1 DNA baglanmasi tizerindeki baskilayict etkileri
yoluyla MMP-1'"i asag1 dogru regiile eder. Yash donorlerden izole edilen dermal
fibroblastlar, gen¢ dondrlerden daha yiiksek seviyelerde MMP-1 dretir. Alfa-
tokoferol, protein kinaz C aktivitesinin inhibisyonu yoluyla metalloproteinaz doku
inhibitorii olan dogal inhibitoriiniin seviyesini  degistirmeden, yaslanan

fibroblastlarda artan kollajenaz gen transkripsiyonunu hafifletir (169, 172).



Alfa-tokoferol takviyesinin yiz hiperpigmentasyonunu iyilestirdigi
gosterilmistir. Ichihashi ve arkadaslari, kiiltiirlenmis insan melanom hiicrelerini ve
normal insan melanositlerini kullanan bir in vitro c¢alismada, alfa-tokoferolin
tirozin hidroksilaz aktivitesini inhibe ettigini ve melanogenezi baskiladigini
gostermistir. Bu nedenle, E vitamini, yasa bagli durumlar veya giinese maruz
kalmaktan kaynaklananlar dahil olmak tzere hiperpigmentasyonun tedavisi igin

aday bir beyazlatma maddesi olabilir (173).

Bazi arastirmalar ayrica E vitamininin giliclii fotokoruyucu, sikilastirici,
nemlendirici ve yaslanma karsit1 6zellikler gosterdigini ve ayrica epidermisin ve
dermisin elastikiyetini, yapisin1i ve yumusakligini gelistirdigini gostermektedir.
Hiicreler arasi ¢imento ve lipid yapilarina dahil olan E vitamininin cildi giinesin

UVB isinlaria karst korudugu diisiintilmektedir (174, 175).

E vitamini, etiyolojisi degisen yaralarin iyilesmesinde rol oynar; subkorneal
plstuler dermatozlar, kutantz amiloidoz, atopik dermatit, epidermolizis billoza,
sedef hastaligi, akne vulgaris ve skleroderma gibi dermatolojik durumlarin

tedavisinde; cilt kanseri 6nlemede etkili oldugu kanitlanmistir (175, 176).
2.3.3.3. Koenzim Q10

Koenzim Q10 (2,3-dimetoksi-5-metil-6-dekaprenil-1,4-benzokinon),
vitamin Q olarak da adlandirilan, vitamin benzeri, yagda ¢6ziinen bir molekuldur.
Kimyasal yapis1 poliizoprenoid yan zincirine sahip bir p-benzokinon halkasindan
olusur (Sekil 2-7). Koenzim Q10, vitamin A,C, ve E ile birlikte viicudun her
hiicresinde bulunur, giiclii antioksidan etki ve kolajen arttirimi saglar (177).
Koenzim Q10, mitokondriyal solunum zincirinin ayrilmaz bir pargast oldugundan,
koenzim Q10 uygulamasinin mitokondriyal fonksiyon tizerinde gii¢lendirici etkisi
bulunur. Koenzim Q10 genellikle mitokondrinin oksidatif fosforilasyon strecinde
bir elektron tasiyicisi olarak 6nemli bir rol oynarken, mitokondri disinda bir
antioksidan goérevi gorur (178). Ayrica ATP formunda enerji iireterek aerobik
hiicresel solunuma katilir. CoQ10, hiicreleri serbest radikallerin neden oldugu
yaslanmaya kars1 koruyan, cilt bakim frlinlerinde siklikla kullanilan bir
antioksidandir. CoQ10'un ayrica, manganez siiperoksit dismutaz ve glutatyon
peroksidaz aktivitelerini artirarak ultraviyole B 1sigmin ciltte neden oldugu

oksidatif stresi giiclii bir sekilde inhibe eder (179, 180).



CH;0 CH;
CHs
e
CHy0 NG J/C\\
= CHahe H
O H

Sekil 2-7: Koenzim Q10 kimyasal yapis1 (181)

Koenzim QI10, membran fosfolipid peroksidasyonuna karst koruma
saglayan plazma ve diger hiicre i¢i membranlarin stabilize edilmesinde 6nemli bir
rol oynayan, antioksidan olarak siklikla kullanilan dogal bilesiklerden biridir (182).
Yaslanma sirasinda, deri de dahil olmak iizere organlardaki koenzim Q10
seviyeleri azalir ve bunun sonucunda viicutta 0,50 ile 1,65 pg/mL arasindaki
normal seviyelere ulagmak icin ek koenzim Q10 saglanmasi gerekir. Yapilan
calismalarda, koenzim Q10’un topikal uygulamasinin UV 1sinlarina maruz kalmis

ciltteki kirisikliklar1 azaltmada etkili oldugu gosterilmistir (180, 183).

Koenzim Q10, 863,36 g/mol'liik biiyiik bir molekiiler agirlikla suda diisiik
¢Oziiniirlikk (0,193 pg/mL) gosterir. Bu durum deriye penetrasyonunu sinirlar ve
boynuzsu tabakada birikme egilimi gostermesine neden olur. Ayrica, koenzim Q10

1518a maruz kaldiginda bozunmaya ugrar (184).

Deride, epidermisteki koenzim Q10 seviyesi dermise gore 10 kat daha
yiiksektir (185). Cildin en dig tabakasi olan epidermis, UV 1sinlarina ve diger
cevresel faktorlere dogrudan maruz kalir ve UV 1sinlarinin derideki koenzim Q10
gibi antioksidanlar tiikettigi bilinmektedir. Bu nedenle epidermise topikal olarak

koenzim Q10 uygulanmasi cilt yaslanmasini 6nlemek icin faydali bir yaklagimdir
(180).

Hoppe ve arkadaslari tarafindan yapilan bir arastirmada, 6 ay boyunca insan
derisine topikal olarak uygulanan CoQ10'un kirigikliklarin derinligini azalttig

sonucuna ulasilmistir. Koenzim Q10’un topikal olarak uygulanmasi ayn1 zamanda



mitokondriyal fonksiyonlart  gelistirerek  hiicresel diizeyde yaslanmayi

geciktirmistir (185).

Muta-Takada ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, koenzim Q10’un
bazal membran bilesenlerinin iiretimini arttirdigi, fibroblast proliferasyonunu
arttirdign ve hiicreleri oksidatif strese karsi korudugu gosterilmis ve bdylece

koenzim Q10’un cilt lizerindeki yaslanma karsiti etkileri kanitlanmistir (186).
2.4, Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Bir ilacin etki gostermesi i¢in Oncelikle etki edecegi bolgeye tasinmasi
gerekmektedir. Bu yiizden ilag tasiyict sistemler her zaman ilgi ¢ekici bir alan
olarak arastirilmistir. Teknolojinin gelismesiyle birlikte bircok yeni ilag ve ilag
tastyic1 sistem gelistirilmistir. Ilac etken maddelerinin kisa yaridmiir, cabuk
bozunma, yuksek toksisite, diisiik ¢oziiniirlikk, yiiksek doz, spesifik olmayan
tasinma gibi kisithiliklar: bulunabilmektedir. ilaglarin sahip oldugu bu
dezavantajlarin en aza indirgenmesi i¢in yeni ilag tasiyict sistemler gelistirilmesi
izerine ¢alisilmaktadir. Yeni ilag tasiyici sistemler, ilaclarin etki edecegi bolgeye
hedeflendirme ile daha pratik ve daha etkili sekilde tasinmasini saglamak icin
gelistirilmistir. Nanoteknolojideki gelismeler ile nanotasiyicilar ve lipozomlar
araciligiyla ilaglarin taginmasi one g¢ikmaktadir Bu yaklasim ile lipozom veya
nanokapsiiller, nanopartikiiller, dendrimerler, miseller gibi nanotasiyicilar ilag
tastyici sistem olarak formiilasyonda yer alir. Nano ilag tasiyici sistemler, ilacin
cabuk par¢alanmasini 6nlemek, az dozla daha fazla veya uzun siireli etki saglamak
ve hedeflendirme gibi faydalarindan dolay1 formiilasyonlarda yer almaktadir.
Lipozomlar, nanopartikuler sistemler, polimerik miseller, etkin madde polimer
konjugatlar bu sistemlere 6rnektir (Sekil 2-8) (187, 188, 189).
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Sekil 2-8: Tlac tasiyici sistemler (190)

a)Makromolekiiler konjugatlar b)Partikiiler ilag tasiyicilart

2.4.1. Lipozomlar

Lipozomlar, kolesterol ve toksik olmayan dogal fosfolipidlerden
olusturulabilen kiiresel sekilli kiiclik yapay keseciklerdir. Boyutlar1 nanometre ile
birka¢ mikrometre aras1 degisebilen vezikiiler sistemlerdir. Fofolipid ¢ift
katmandan olusurlar. Boyutlar1 ve hidrofobik ve hidrofilik karakterleri nedeniyle
(biyouyumlulugun yani sira), lipozomlar siklikla tercih edilen ilag tasiyict

sistemlerdir. Lipozomlar, teshis, tedavi gibi uygulamalarda kullanilan ¢ok yonlii
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yapilardir. Yapilart hiicrelere benzer ve bu nedenle, membran lipidleri ile
biyomolekiillerin, iyonlarin ve ilaglarin gecirgenligi arasindaki etkilesimleri
incelemek ve antibiyotiklerin etki mekanizmasini aydinlatmak i¢in hedef
organizmalar ilizerinde daha dogal bir yontem olarak kullanilabilmektedirler.
Lipozomlar sayesinde ilaglarin kisa yar1 omiir, zayif ¢oziiniirliik, cabuk bozunma

gibi kisitlamalariin tistesinden gelinebilmektedir (191).

1964 yilinda ilk kez Bangham ve ark. sulu ortamdaki fosfolipitlerin kapali
¢ift katmanli bir yap1 olusturdugunu gézlemislerdir (192). 1968 yilinda Weissmann
ve ark. bu kireleri “lipozomlar” olarak adlandirmislardir. Lipozomlar, topikal ve
farmasotik uygulamalarda makromolekiilleri ve aktif bilesenleri hedeflenen
bolgelere tasimak igin kullanilir. Hidrofilik maddeleri kolayca kapsulleyebilen igi
bos kiiresel sekle sahip lipit ¢ift katmanl yapilardir (Sekil 2-9) (193).

Lipozomlar, biyolojik membranlar ve ¢esitli hiicreler ile etkilesimler dahil
olmak iizere birkac spesifik biyolojik oOzellik sergiler. Tamamen dogal
malzemelerden yapilabilirler ve bu nedenle toksik degildirler, biyolojik olarak
pargalanabilirler ve immiinojenik degildirler. Lipozomlar topoloji, membran
biyofizigi, fotofizik ve fotokimyasal bilimler, kolloidal etkilesimler, hiicre

fonksiyonu, sinyal iletimi ve diger bir¢ok alanda faydali modeller sunar (194).

Lipozomlarin bir¢ok farmakolojik ve tibbi uygulamasi arastirilmistir (195).
Maglar veya gesitli belirtegler igeren lipozomlarin terapétik ve tanisal uygulamalari,
belirli maddelerin etki mekanizmasini aragtirmak igin model arag veya reaktif
olarak kullanimlar1 mevcuttur. Lipozomlar ile terapotik araligi dar etken

maddelerin etkinliginin ve biyoyararlanimlarun arttirilmast miimkiindiir (196).

Lipozomlar, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde ¢ok sayida molekiil i¢in
tastyici olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Lipozomlar hem hidrofobik hem de
hidrofilik bilesikleri yakalayabilir, kapsiillenen kombinasyonlarin ayrigmasini

Onleyebilir ve aktif bilegenleri belirlenen hedeflerde serbest birakabilir (197).

Biyouyumluluklari, biyolojik olarak parcalanabilir olmalar, disiik
toksisiteleri ve hem hidrofilik hem de lipofilik ilaglar1 yakalama ve timor

dokularina bolgeye 6zgii ilag tasiyabilme yetenekleri nedeniyle, lipozomlar hem



arastirmalarda hem de ticari olarak siklikla tercih edilen ilag tastyici sistemlerdir
(198).

Hidrofobik bosluk

Polar bogluk

Sekil 2-9: Lipozomlarin ii¢ boyutlu yapisi (199)

2.4.1.1. Lipozomlarin Yapisi

Lipozomlar, yapisinda fosfolipit bulunan amfifilik vezikullerdir. Lipitler,
hayvanlarda ve bitkilerde ve tiim hiicre tiplerinde bulunan dogal olarak olusan
bilesiklerdir. Diger biyomolekiil gruplarindan belirgin sekilde farkhidirlar, suda
coziinmezler, ancak kloroform gibi organik ¢oziculerde yiiksek oranda ¢ézunirler.
Uzun zincirli hidrokarbon gruplari, zincir hidrokarbon gruplar da igerebilir. Esas
olarak karbon ve hidrojenden olussalar da, lipid molekiilleri ayrica oksijen, azot,
kiikiirt ve fosfor da icerebilir (200). Lipitler biyolojik olarak yakit molekiilleri,
yiiksek konsantrasyonlu enerji depolari, sinyal molekiilleri ve membran bilesenleri
olarak iglev goriir. Lipitler apolar yapiya sahiplerdir. Fosfolipitler ise yapilarinda
fosfat grubundan dolay1 polar yapiya sahiptirler ve suyla karisabilirler. Fosfolipitler
suyla karsilastiginda hidrofobik kisimlar1 sudan uzaklasip hidrofilik kisimlar1 suya
dogru olacak sekilde diizenlenirler. Membran lipidlerinin {i¢ ana tipi, fosfolipidler,
glikolipidler ve kolesteroldur (201). Fosfolipidler fosfat grubu iceren bir grup
lipidlerdir (Sekil 2-10). Fosfolipitler, lipozomlarin ve hiicre zarlarmin yapi
taglaridir. Viicudumuzun diger kisimlar1 gibi cildimiz de hiicrelerin birlesiminden
olusur ve cildi olusturan hiicre zarinin istenilen sekilde ¢alisabilmesi i¢in saglikli

ve dayanikli olmas1 gerekir (202).
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Sekil 2-10: Fosfolipit yapis1 (203)

Esas olarak iki fosfolipid sinifi bulunmaktadir: gliserofosfolipidler ve
sfingoposfolipitler. Gliserofosfolipidlerin yapisinda gliserole bagl iki yag asidi
fosfodiesteri vardir. Fosfat'a baglanan bas grup kismi, azotlu bazlar, amino alkoller
veya polioller igerir. Gliserofosfolipidler, gesitli fosfolipid tiirlerinin bir karigim1
olarak dogal kaynaklardan elde edilir. Genel olarak, bu gliserofosfolipid karigima,

endiistriyel olarak bir emiilgator olarak kullanilan lesitin olarak adlandirilir (204).

Sfingosfosfolipid, sfingosin yapisinin yani sira fosfor igerir. Bu sinifta en
yaygin olani sfingomiyelin 5 adi1 verilen N-agilsingozin fosforilkolin esteridir. En
yaygin kullanilan fosfolipid tiirii fosfatidilkolindir. Lipozomlarin hazirlanmasinda
esas olarak dogal, yar1 sentetik ve sentetik fosfolipidler kullanilir. En yaygin olarak
kullanilan fosfolipidler Sekil 2-11 ve Sekil 2-12'de gosterildigi gibi yumurta veya
soya fosfatidilkolini (PC), dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC),
distearilfosfatidilkolin (DSPC), fosfatidilinositol (PI), sfingomyelin (SM),
fosfatidilositol (PS) ve fosfatidilserin (PE)’dir (203).
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Sekil 2-11: Gliserofosfolipidler (205)

Sphingomyelin (SM)

Sulfatides (ST)

Sekil 2-12: Sfingolipidler (205)



Fosfolipidler dogal olarak hiicre zarlarinda ¢ift katmanlar halinde bulunur
(Sekil 2-13). Fosfolipidler agirlikli olarak memeli hiicrelerinin plazma zarinda
bulunur. Fosfolipitler hiicre zarlarina benzer. Hem suda hem de yagda ¢oziinen

aktif maddeleri kapsiilleyebilirler. Hiicre zar ile etkilesir ve olagan sekilde cilt

yapisina giremeyen bilesiklerin penetrasyonunu kolaylastirir (206).

Kolesterol

Ikili
fosfolipit

Proteinler
Fosfolipit katmani

Sekil 2-13: Hiicre zarmnin yapisi (207)

Lipozomlar, farkli polarite ve biiyiikliikteki materyalleri kapsiilleme
kapasitesine sahiptir. Kapsiilleme kapasitesi, yapilarinda fosfolipid ¢ift
katmanlarinin - varhigr ile arttirtlir (208). Bunun yaninda konvansiyonel
lipozomlarin kullaniminin ¢esitli sinirlamalar1 bulunmaktadir. Bu sinirlamalar,
konvansiyonel lipozomlarin, terapotik maddelerin yavas salinimina ve gelismis
biyoyararlanimina izin vermek i¢in dolagimda daha uzun siire kalamamasidir. Bu
siirlamalarin Gistesinden gelmek adina yapilan ¢aligmalarda, ¢ift tabaka yapisinda
soya fasulyesi ve yumurta saris1 gibi dogal kaynaklardan elde edilen fosfolipidlerin
se¢iminin lipozom 6zelliklerini etkiledigi sonucuna varilmistir. Lipozom
formiilasyonunda lipid olarak soya lesitini kulanimi, yumurta sarisi lesitinden ¢ok

daha fazla gegirgen olan lipozomlarin biiyiik olgekli iiretimini kolaylagtirmigtir
(202, 209).

Lesitin genellikle c¢esitli trigliseritleri, fosfolipidleri (fosfatidilinositol,
fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin) ve glikolipidleri ifade eder. Bununla birlikte,
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biyokimyasal acidan lesitin terimi, 6zellikle aygigegi, soya fasulyesi, piring gibi
bitkilerden ekstrakte edilen fosfat fraksiyonundan turetilen bir fosfolipid olan saf
fosfatidilkolin anlamina gelir (210). Dogal fosfolipidler yumurta sarisi, deniz
kaynaklar1 ve siit gibi hayvansal kaynaklardan da elde edilebilir. Lipozomal
formiilasyon i¢in, soya fasulyesi disindaki kaynaklardan elde edilen lesitin bazi
dezavantajlar tasir. Ornegin, s181ir veya yumurtadan elde edilen lipitler, yiiksek
konsantrasyonda c¢oklu doymamis yag asitleri nedeniyle stabilite sorunlarina
sahiptir. Bu nedenle, bu kaynaklardan elde edilen lesitin, daha az ¢oklu doymamais
yag asidi iceren soya fasulyesi lesitini ve diger bitki tiirevli lesitin ile
karsilastirildiginda daha az stabildir. Ek olarak, sigir ve yumurtadan elde edilen
lesitin (6rnegin, yumurta sarisi ve siit lesitini), protein kontaminasyonu ve/veya
viriisler gibi patojenik kontaminasyon olasiligini sunar. Bu baglamda, bu tiir lesitin
kaynaklari, kontaminasyonsuz lipozomlar saglamak icin ek testler
gerektirebilmektedir (211, 212). Ote yandan, soya fasulyesinden ekstrakte edilen
lesitin, iiretim acisindan daha ekonomik, daha giivenli ve stabil olarak kabul
edilmektedir (213). Bu, soya fasulyesi lesitininin daha stabil (daha az coklu
doymamis yag asitleri), daha giivenli, bol miktarda bulunabilen ve lipozomlarin
hem laboratuvar hem de farmasoOtik Gretimi igin daha az maliyetli olma
avantajlarina sahip oldugu anlamma gelir (211). Soya lesitini, iki agil zinciri
doymamis olan dogal malzemelerden elde edilen bir fosfolipittir. Doymamis agil
zincirlerine sahip dogal kaynakli fosfolipidler daha gecirgendir ve bu da aktif
maddenin adsorbe edilmesini kolaylastirir (211, 214)

Lipozomlar, hem sentetik hem de dogal fosfolipidlere kolesterol eklenerek
olusturulur. Fosfatidilkolin (lesitin) en yaygin olarak lipozomlarin hazirlanmasinda
kullanilir. Her bir fosfolipid tlrd, bir jel-sivi gecis sicakligi (Tc) ile karakterize
edilir. Bu sicakligin altinda yag asidi zincirleri neredeyse kristal bir diizlemdedir.
Bu sicakligin iizerinde zincirler daha sivi fazdadir. Zincir eridikge ¢ift tabakanin
kalinlig1 azalir ve molekiil basina alan artar (215). Bu degisiklikler, X-151m1
kirinimi, niikleer manyetik rezonans, elektron spin rezonansi, diferansiyel tarama
kalorimetrisi ve floresan depolarizasyonu gibi ¢esitli fiziksel tekniklerle
arastiritlmistir.  Genel olarak, oOnde gelen =zincirleri biiyilkk yan gruplarla
doyurmayarak zincir uzunlugunu azaltarak ve gercek zincirin dallanmasiyla Tc

degeri azaltilabilir. Polar bag gruplari da gegis sicakligini etkiler, ancak dnde gelen



zincirler kadar etkili degildir. Dogal fosfolipidler (6rnegin, yumurta
fosfatidilkolini), doymus ve doymamis oncii zincirlerden olusan bir kompleks

igerir ve ¢ok ¢esitli diisiik sicaklik gegisleri ile karakterize edilir (199).

Lipozomlarda fosfolipitler vezikiilleri olusturan ana elementlerdir. Daha
yiiksek fosfolipid konsantrasyonu kullanimi, daha fazla vezikiil olusmasina neden
olur, bdylece ilacin hapsolmasinin da daha uygun olmasi beklenir. Daha fazla
vezikiil olusur, bodylece daha fazla etken madde tutulur. Ancak lesitin
konsantrasyonu ¢ok yiiksekse, kapsiilleme verimliligi azalabilir. Bunun igin

optimal lesitin — kolesterol konsantrasyonunu belirlemek 6nemlidir (216).

Tablo 2-1: Lipozom hazirlarken kullanilan fosfolipit 6rnekleri ve 6zellikleri

(199)

LIPIT TIPI KISALTILMASI YUKU Tc (°C)
Yumurta Fosfatidilkolini yumurta (egg) PC 0 -15,-7
Dioleoilfosfatidilkolin DOPC 0 -22
Dilaurilfosfatidli kolin DLPC 0 0
Dimiristoilfosfatidilkolin DMPC 0 23
Dipalmltoilfosfatidi kolin DPPC 0 41
Distearoilfosfatidilkolin DSPC 0 58
Diizostearoilfosfatidikolin DIPC 0 ---
S1gr Beyni Sfingomiyelini Brain SM 0 32

Yumurta Fosfatidiletanolamini yumurta (egg) PE 0 -

Oimristoilfosfatid iletanolamiin DMPE 0 48
Dimristoilfosfatidi gliserol DMPG - 23
Oimristoilfosfatidik Aslt DMPA - 52

Slgir Beynl Fosfatidilserini Brain PS - 5




2.3.1.2. Lipozomlarin Ustiinliikleri

Lipozomlar, kapsiilleme yoluyla ilacin stabilitesini arttirlar (197). ilacin
etkinligini ve terapotik indeksini arttirirlar. Lipozomlar toksik degildir, esnektir,
biyouyumludur, biyolojik olarak tamamen parcalanabilir ve sistemik veya sistemik
olmayan uygulamalar i¢in immiinojenik degildir. Lipozomlar, kapsiillenmis ilacin
toksisitesini azaltabilirler. Hassas dokularin toksik ilaglara maruz kalmasini
azaltmaya yardimci olabilirler (195). Aktif hedeflemeye ulagsmak i¢in ilacin etki
edecegi bolgeye 6zel ligandlarla birlesme yetenegine sahiptirler. Etken maddelerin
deri katmanlarina girmesi zor olsa da etken maddeler deriden birgok sekilde

gecebilir ve lipozom tagima sistemleri penetrasyonu arttirabilir (217).

Konvansiyonel fosfolipid bazli vezikiiler lipozomlarin tasiyici sistem
ozellikleri kapsamli bir sekilde arastirilmis ve penetrasyon arttirict etkileri bir¢cok
arastirmaci tarafindan gosterilmistir (218). Sadece farkl fizikokimyasal 6zelliklere
sahip aktifler i¢cin bir tasiyict olarak kolayliklart nedeniyle degil, ayn1 zamanda
lokal biriktirme gerektiren aktiflerin strekli iletimi icin bir rezervuar gorevi

gormeleri, lipozomlar etkili ilag tasiyict sistemler haline getirmektedir (219).
2.3.1.3. Lipozomlarin Simiflandirilmasi

Lipozomlarin boyutlari ¢ok kii¢lik (0.025 pm) ile biiyiik (2.5 pm) vezikiiller
arasinda degisebilmektedir. Ayrica lipozomlar bir veya iki katmanli olabilirler.
Vezikiil boyutu, lipozomlarin yar1t Omriiniin belirlenmesinde 6nemli  bir
parametredir. Hem boyut hem de ¢ift tabaka sayisi, lipozomlardaki ilag kapstlleme
miktarimi etkiler (195).

Lipozomlar, biiyiikliiklerine ve ¢ift katmanl sayilarina gore iki kategoride

siniflandirilabilir: ¢ok katmanl vezikiiller (MLV) ve tek katmanli vezikiiller (199).

Tek lamelli vezikiiller ayrica iki kategoriye ayrilabilir: blytk tek lamelli
vezikiller (LUV), kuguk tek lamelli vezikiller (SUV) (Sekil 2-14) (199).

Tek katmanli lipozomlarda vezikiil, sulu cozeltiyi c¢evreleyen tek bir
fosfolipid ¢ift katmanli kiireye sahiptir. Cok katmanli lipozomlarda vezikiiller
sogan yapisina sahiptir. Klasik olarak, digerinin i¢ kisminda daha kiiclik boyutlu
birka¢ tek katmanli vezikiil olusacak ve su katmanlariyla ayrilmis esmerkezli

fosfolipid kiirelerin ¢ok katmanli bir yapisini olusturur (220).
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Sekil 2-14. Vezikiil Cesitleri ve Caplar: (221)

2.3.1.4. Lipozom Hazirlama Yontemleri

Lipozom hazirlama yontemleri Sekil 2-15’te belirtildigi gibi dort temel

asamadan olusur:

1. Lipidlerin organik ¢oziiciide ¢oziindiiriiliip ardindan organik ¢dziiciiniin

kurutulmasi
2. Lipidin sulu ortamda dagitilmasi
3. Elde edilen lipozomun saflastiriimasi
4. Nihai Urtintn analiz edilmesi

Lipozom hazirlama ii¢ ana adimdan olusur: vezikiil olusumu, vezikiil
boyutunun kii¢iiltiilmesi ve saflagtirma. Bir {iretim Ol¢egine, aktif kapsiilleme
aktivitesine, aktif maddenin fizikokimyasal 6zelliklerine ve uygulama yolu gibi

diger yonlere dayali olarak cesitli hazirlama yontemleri incelenmistir (222).



Amfifilik Lipitler

/N

Organik ¢éziclde Deterjan sollsyonunda
¢gbzme ¢gbzme
Kurutma (lipit film tabaka Kolloid sollisyon
olusumu) ekleme
Su ekleme > MLV olusumu Deterjani uzaklastirma
Vorteksleme Ekstriizyon Parcalama

(sonikasyon)

= N

LUV SuUv LUV

Sekil 2-15: Lipozom hazirlama yontemleri (223)

Lipozom hazirlama yontemleri, pasif yiikleme teknikleri ve aktif ylikleme

teknikleri olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir (224).
2.3.1.4.1. Pasif Yukleme Teknikleri

Pasif ylkleme teknikleri mekanik dispersiyon, ¢dziicu dispersiyonu ve

deterjan1 uzaklastirma yontemleri olmak iizere li¢ ana yontemden olusmaktadir

(224).
2.3.1.4.1.1. Mekanik Dispersiyon

Sulu bir ortamda lipit hidratasyonu ve organik ¢oziiciilerin degigimini
iceren en eski ve en yaygin kullanilan lipozom hazirlama yontemidir. Bu yontemde,
lipozomu olusturacak olan lipitler kloroform gibi organik ¢oziiciilerde ¢ozdiirtiliir.
Ardindan bu ¢oziicii ince bir film olusana kadar diisiik buhar basincinda bir
evaporatdr altinda buharlastirilarak uzaklagtirilir. Lipit film olusur. Oda
sicakliginda, bu lipit film hidrate edilir. Daha sonra, kendi anafaz ge¢is sicakliginin
tizerinde bir sicaklikta su icerisinde 1 dakika kadar bekletilir ve sudan c¢ikarilip
vortekslenir. Bu islemler 15 dakika tekrarlanir. Boylece ¢cok katmanli vezikiiller

olusur (225).



Lipid hidratlarin hazirlanmasi, tiim lipidlerin ve hidrofobik malzemelerin
homojen olarak karistirilmasiyla baslar ve bunlar organik bir ¢Ozucl iginde
¢Ozdiirtliir. Kurutma asamasi, ¢ozeltinin bir rotavapor yardimiyla azaltilmis basing
altinda bir cam kap i¢inde kurutulmasini igerir. Genellikle bu adim, kloroform:
metanol karigimlan kullanilarak gerceklestirilir. Tam kuruluk elde etmek igin bir
liyofilizator de kullanilabilir (226).

Onceki adimda elde edilen filmin dagilimi, daha sonra cam kaba sulu bir
ortamin eklenmesiyle saglanir. Tutulacak maddeler hidrofilik ise ¢oziiliir ve bu sulu
ortam ile ilave edilir. Bu yontem hidrofobik maddelerin kapsullenmesi igin
faydalidir, hidrofilik maddelerin verimi ise %5-15 gibi disiiktiir (225). Daha biiyilik
hacimlerin {iretimi i¢in, organik ¢dziicii, yuvarlak tabanl bir sisenin kenarlarinda
ince bir lipit film verecek sekilde buharlastiricidan ¢ikarilmalidir ve lipit film,
siseyi bir vakum pompasina yerlestirerek giin boyunca iyice kurutulur. Filmin
kurutulmasindan sonra, kuru lipit filmin hidratasyonu, kuru lipit kabina sulu bir
ortam eklenerek ve calkalanarak gergeklestirilir. Nemlendirici ortamin sicakligi,
kuru lipite eklenmeden Once lipidin camsi gecis sicakliginin (Tc) iizerinde
olmalidir. Coziicii su ortaminin eklenmesinden sonra, lipit siispansiyonu,
hidratasyon siiresi boyunca Tc'nin tizerinde tutulmalidir. Yiiksek ge¢isli lipitler icin
bu, lipit slspansiyonunun yuvarlak tabanli bir siseye aktarilmasi ve sisenin
vakumsuz  doner buharlagtirma  sistemine  yerlestirilmesiyle  kolayca

gerceklestirilebilir (226, 227).

Cam balonun, lipit siispansiyonunun Tc'sinin {lizerindeki bir sicaklikta
tutulan bir 1lik su banyosunda dondiiriilmesi, lipidin, yeterli calkalama ile s1v1 fazda
stvilagsmasina olanak tanir. Hidratasyon stiresi lipit tiirleri ve yapisi arasinda biraz
degisebilir, ancak kuvvetli ¢alkalama veya karistirma ile 1 saatlik bir hidratasyon
stiresi siddetle tavsiye edilir. Ayrica, indirgemeden Once vezikiil siispansiyonunun
gece boyunca kalmasina izin verilmesinin, boyutlandirma stirecini kolaylastirdig:

ve boyut dagiliminin homojenligini gelistirdigi diisiiniilmektedir (225-227).

Heterojen ve biiyiik yapili olan ¢ok katmanli lipozomlar, vorteksleme,
ekstriizyon, sonikasyon gibi metodlarla kicuk tek lamelli ve biyuk tek lamelli
vezikiillere doniistiiriilmesi miimkiindiir. Ekstriizyon islemi sirasinda ekstriizyon

cihaz1 kullanilir. Bu cihaz ile istenen por ¢apina gore lipozomlar ayrilabilir. Lipit



slispansiyonunun boyut ayari sonikasyon ile de yapilabilir. Sonikasyon cihazi
yardimiyla, ¢ok katmanli lipozomlar enerji uygulanmasiyla 20-100 nm ¢apinda
kiiciik tek katmanli lipozomlara doniistiiriilebilir. Bu islem i¢in en yaygin olarak
kullanilan araclar ultrasonik banyo ve prob sonikatorlerdir. Ultrasonik banyo
biiyiilk hacimli seyreltilmis MLV'ler icin uygulanirken, prob sonikatorler
vezikiilleri parcalamak i¢in yliksek enerji girisi gerektiren daha kiiclik bir
stispansiyon hacmi icgin daha uygundur. Prob sonikator kullanimi, probun hem
ortamindan hem de metal ucundan kontaminasyon riskini i¢eren agik bir sistemdir.
Bu yontemde vezikiillerin ortalama boyutu ve dagilimi, bilesim, konsantrasyon,
sicaklik, sonikasyon siiresi ve giicli, hacim ve sonikator ayari gibi birgok faktorden

etkilenir (225, 228).
2.3.1.4.1.2. Cozlcu Dispersiyonu

Bu yontem, ¢oziinmiis organik lipid ¢dzeltisinin, i¢ine giren malzemeleri
iceren sulu ortama enjeksiyonunudur. MLV'ler, organik ve sulu bolgeler arasindaki

arayiizde hemen olusur (220).

Bu yontemin ii¢ farkli teknigi vardir. Bunlar eter enjeksiyonu, etanol
enjeksiyonu ve ters fazli buharlastirmadir. Eter enjeksiyonunda, dietil eter veya
eter-metanol karistmi  iginde ¢oziilmiis bir lipit ¢ozeltisi, kapsiillenecek
malzemenin sulu ¢ozeltisine kademeli olarak 55 °C ila 65 °C'de veya yiiksek basing
altinda enjekte edilir. Coziicii (eter) daha sonra vakum altinda cikarilir, boylece

lipozomlarin olugmasi saglanir (229).

Etanol enjeksiyon yonteminin prosedird, eter enjeksiyonu yontemi ile
aynmidir. Tek farki, ¢oziicii olarak etanol kullamilir. Bu yOntemin sinirlamasi,

lipozomlarin ¢ok seyreltilmis olmasidir (230).

Ters fazli buharlagtirma yontemi, lipozomlarda kapsiillenecek suda ¢oziiniir
molekiiller ve amfifilik molekiillerin i¢inde ¢oziindiigi bir organik faz iceren
tamponlu bir sulu faz karisiminin sonikasyonuyla olusturulan ters misellerin
olusumuna dayanir. Organik ¢oziicliniin yavas eliminasyonu, bu ters c¢evrilmis

misellerin viskoz jel formuna doniismesine yol agar (195).

COzucu dispersiyonu yontemlerinin sinirlamalari; yanhis karistirmanin

heterojen lipozomlar iiretebilmesi, su ile azeotrop olusturdugu igin etanoliin zor



uzaklagtirilmasi, biyolojik olarak aktif ¢esitli makromolekiillerin diisiik miktarlarda

etanol varliginda bile inaktif olabilmeleridir (231).
2.3.1.4.1.3. Deterjan Uzaklastirma

Lipitleri ¢ozmek i¢in kritik misel konsantrasyonlarinda (CMC) deterjanlar
kullanilir. Deterjan ¢ikarildiginda, miseller fosfolipitler agisindan giderek daha
zengin hale gelir ve LUV olusturur. Bu yontem, tekrarlanabilir lipozomlar elde
etmek icin en 1yisi olsa da, lipozomlar i¢indeki deterjan kalintilarini ¢ikarmak igin
daha fazla islem gereklidir. Bu yontemin smirlamalari, nihai ¢ozeltide diistik
lipozom konsantrasyonu olmasi, diisiik lipofilik ila¢ tutulmasi, zaman alic1 olmast,
deterjanin ¢ikarilmasi sirasinda suda ¢oziinebilen c¢ok kiigiik bilesiklerin

giderilmesidir (231).

MLV'lerin olusumunu takiben, vezikiil boyutlarini kiigiiltmek i¢in cesitli
boyutlandirma yontemleri uygulanir ¢iinkii bunlar ¢alismak i¢in ¢ok biiyiiktiir ve
popullasyonda oldukga heterojendir. Boyut kicultme icin en cok tercih edilen

teknikler ultrasonikasyon ve ekstriizyondur (226).
2.3.1.4.2. Aktif YUkleme Teknikleri

Aktif ylikleme teknikleri, i¢inde bazi1 tamponlar veya tuz ¢ozeltileri bulunan
onceden olusturulmus lipozomlari, ila¢ molekiilleri ile doldurmak i¢in kullanilir.
Bu islem, ¢ok diisiik diizeyde bir ilag kayb1 ve ¢ogu durumda uygun bir ilag-lipid
orani saglar (231).

2.3.1.4.2.1. Deterjan Diyaliz Yontemi

Bu yontemde lipozomlar, misellerden hazirlanir. Deterjan ¢oziicl olarak
goOrev gorir. Deterjan-lipit pelletleri olusur. Lipit-protein karisimindan proteinlerin
ayristirtlmasi i¢in deterjan ¢oziicii olarak kullanilir. Kolloid ¢ozeltiler ise tampon
cozelti olarak kullanilir. Lipozom dispersiyonlar1 diyaliz edilir ve siizullr.
Hizlandirilmis kontrollii diyaliz, jel filtrasyon veya santrifiij gibi metodlarladaha
sonra deterjan uzaklastirilir. Ortalama caplar1 100 ila 200 nm arasinda degisen
oldukca homojen lipozom dispersiyonlar elde edilebilir. Bu yontem kiiciik veya

blyik tek katmanl vezikiiller elde edilmek istendiginde kullanilabilir (231).



2.3.1.4.2.2. Mikroakiskan Yontemi

Mikroakiskan yontem, kontrollii lipozom hazirlama i¢in Jahn ve digerleri
tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemde, lipidler izopropil alkol i¢inde ¢oziillr ve
daha sonra sulu ortam igeren ikili kanallarin merkezinden geger. Izopropil alkol
icindeki lipitlerin akisi, daha sonra karistirilarak lipozomlar olusturur.
Lipozomlarin boyut ve boyut dagilimi, mikroakigkan kanallardaki laminer akis ve
lipid Kkonsantrasyonlar1 tarafindan kontrol edilir. Bu, kendiliginden olusan
lipozomlar elde etmek ve ilaci dogrudan kapsiillemek i¢in etkili bir yontemdir
(231).

2.3.1.5. Lipozomlarin Karakterizasyonu

Lipozom karakterizasyonunun en kritik parametreleri arasinda goriiniim,
151k gecirgenligi, boyut dagilimi, kapsiilleme verimliligi, bilesim, bozunma

tirtinlerinin varlig1 ve stabilite yer alir (232, 233).
2.3.1.5.1. Lipozomlarin Kapsiilleme Verimliligi

Bir ilag tasiyict sistemde ilag kapsiilleme etkinligini belirlemek igin
genellikle iki ydntem vardir. ilk ydntemde, serbest ilag nanotasiyicidan ayrilip
olgilurken, ikinci yontemde ise serbest ila¢ ve nanotasiyici dogrudan ayrilmaz ve
olgiilmez. Ik ydntem, kapsiillenmis ilacin stabil olmasini ve ayirma sirasinda
sizint1 olmamasini gerektirir. Ayirma yontemleri arasinda diyaliz, HPLC, yiiksek
hizli santrifiijleme, santrifiijlii ultrafiltrasyon ve mikro kolonlu santrifiij yer alir.
Ikinci ydntem esas olarak floresan sondiirme ve elektron spin rezonans

spektroskopisini kullanir (232).

2.3.1.5.2. Lipozomlarin Partikiil Boyutu, Partikiil Dagihimi ve Zeta

Potansiyel

Lipozomlarin karakterizasyonunda temel kriterlerden biri partikiil

blytikliigl ve partikiil biiylikliigli dagiliminin belirlenmesidir.

Pargacik boyutu, dinamik 1sik sagilimi (DLS) kullanilarak oSlgiliir. Bu
teknik, pargaciklarin Brownian hareketinden dolayr olusan sagilan 15181n
yogunlugundaki zamana bagli dalgalanmalar1 6l¢er. Bu, uygulanan 15181in 6nemli
Olciide sagilmasina neden olur. Bu yogunluk dalgalanmalarinin analizi, bir boyut

dagilimma dontstiiriilen pargaciklarin diflizyon katsayilarinin belirlenmesini



saglar. Lipozomun ortalama vezikiil boyutu ve boyut dagilim profili, Mie'nin 151k
sacilmasi teorisini takip eden Malvern partikiil boyutu analizérii kullanilarak

belirlenir (233).

Isik  yogunlugundaki dalgalanma derecesi, partikiil c¢apma yayilan
partikiillerin diflizyon hiziyla iligkili oldugundan (daha kii¢lik partikiiller daha
biiyiik olanlardan daha hizli yayilir), partikiil boyutu otomatik olarak tahmini
sacilan 151k miktarindan ¢ikarilir (233).

Bir parcacigin zeta potansiyeli, par¢acigin belirli bir ortamda edindigi
toplam yiiktiir. Bir lipozom preparasyonunun zeta potansiyeli, lipozomlarin in vivo
kaderini tahmin etmeye yardimeci olur. Zeta potansiyeli dl¢timleri ile ugrasirken,
DLS, uygulanan elektrik alan nedeniyle partikiil hareketinin neden oldugu sagilan
151k yogunlugundaki degisikliklere ulasarak yiizey yiikiiniin belirlenmesine izin

verir (233, 234).

Rutin analizler i¢in basit, hizli ve gilivenilir bir yontem olmasinin yani sira
DLS, bir ortamdan 6lciim almak ve birka¢c nanometreden birka¢c mikrometreye
kadar ¢ok ¢esitli boyutlar1 degerlendirmek dahil olmak iizere bir¢ok avantaj sunar.
Bununla birlikte, DLS, bireysel partikiilleri agregatlardan ayirt etme zorlugu ve
kontaminasyona kars1 yiiksek hassasiyet gibi bazi sinirlamalar gostermektedir

(234).

Zeta potansiyeli vezikiiller aras1 itme veya ¢ekme kuvvetinin olgiisiidiir.
Zeta potansiyel degerleri vezikiiler sistemlerin kolloidal stabilitesi hakkinda bilgi
saglar. Zeta potansiyeli, dispersiyon ortami ile dispersiyon halindeki partikilin
yiizeyi arasindaki elektriksel potansiyel farkidir. Daha biiyiik zeta potansiyeli daha
kararli bir dagilim 6ngoriir, bu da siispansiyondaki tiim parcaciklarin birbirini itme
egiliminde olacagt ve boylece kiimelenmeyi Onleyecegi anlamimna gelir.
Lipozomlarin zeta potansiyeli, lipozomlar fosfolipidlerden yapildiginda genellikle
negatiftir ¢linkii fosfolipidlerin fonksiyonel gruplar1 negatiftir. Ancak, yiikiin
isareti en onemli nokta degildir. Mutlak degeri 30 mV’dan biiylik zeta potansiyel
degeri iyi stabiliteyi gosterir, partikiiller arasinda topaklanmay1 onleyen yeterli
itme kuvveti saglar. Normalde, +30 mV’tan biiyilik veya -30 mV’tan kii¢iik zeta

potansiyeline sahip partikiil siispansiyonlar1 kararl olarak kabul edilir (235).



2.3.1.6. Lipozomlarin Stabilitesi

Farmasoétik bir iiriiniin stabilitesi genellikle, ilag tasiyict sistemin iiriiniin
kendisinin belirtilen veya onceden belirlenmis limitleri i¢inde kalma kapasitesi
olarak tanimlanir (236). Farmasotik bir dirliniin stabilitesi, formiilasyonun
kimyasal, fiziksel ve mikrobiyolojik stabilitesi ile ilgili olarak belirli sinirlar iginde
kalma yetenegi seklinde agiklanabilir. Stabilite testi programlar1 iki boéliimden
olusur. Bunlar, hazirlama sonrasi iiriin karakterizasyonu ve depolama sirasinda
urin stabilitesidir. Lipozomlar, bir ilag tasiyici sistem olarak birgok avantaj
sunmasina ragmen, stabiliteleri uzun siireli depolama i¢in sulu dispersiyonlardaki

fiziksel ve kimyasal dengesizlikler sebebiyle azalabilir (237).

Lipozomlarin kiyasal stabilitesini fosfolipitlerin kimyasal kararliligi
belirler. Fosfolipidler ¢ift tabakanin omurgasini olusturduklarindan, kimyasal
dayamikliliklarr énemlidir. ki tiir kimyasal bozunma reaksiyonu fosfolipid cift
katmanlarinin  performansin1 etkileyebilir. Bunlar, yag asitlerini gliserol
omurgasina baglayan ester baglarinin hidrolizi ve doymamis asil zincirlerinin
(varsa) peroksidasyonudur. Lipidlerin oksidasyonu ve hidrolizi, kisa zincirli
lipidlerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir ve bu durum daha sonra zarda ¢oziiniir
maddeler olugsmasima ve lipozom firiinlerinin kalitesinin diismesine neden
olmaktadir.  Lipit peroksidasyonu, formiilasyona alfa-tokoferol  gibi
antioksidanlarin  eklenmesiyle Onlenebilir. Ayrica, lipozomlarin fiziksel
stabilitesini ve raf émriinu etkileyen agregasyon/flokilasyon ve flizyon/birlesme
gibi fiziksel siirecler, lipozomla iligkili ilacin kaybina ve boyutta degisikliklere
neden olabilir. Agregasyon, daha biiylik lipozomlarin olusumudur; bu birimler hala
bireysel lipozomlardan olusur. Genellikle nétr lipozomlarda, ¢6ziicli tam olarak
uzaklastirlamadiginda goriilen bu durum, Van der Waals kuvvetlerinden
kaynaklanir. Birbirine temas eden membranlar daha biiytik vezikiillerin olusmasina
sebep olur. Lipozomlarin stabilitesi ile ilgili ortaya cikabilen bir diger sorun,
lipozom icerisine kapslllenen maddenin disar1 sizmasidir. Kiiciik molekiiler
agirhiga sahip (<1000 MA) maddelerde bu durum daha olasidir. Bunlara ek olarak
sicaklik, stabiliteyi dnemli dl¢iide etkileyen ¢evresel bir faktordiir. SUV ler faz geis
sicakligun  altinda  bir sicaklikta hazirlandiginda  fiizyon  sorunuyla

karsilagilabilirken, faz gecis sicakligmin iizerinde lipozom hazirlanmasiyla



membran yapisinda hasar goriilebilmektedir. Bunu engellemek igin lipozomlar faz
gecis sicakligindan uzak bir sicaklikta saklanmalidir. Stabilite sorunlari, inert
nitrojen gazi kullanilarak, taze ¢oziiciiler ve taze saflastirilmis lipidler kullanilarak,
yiiksek sicakliklardan kaginilarak ve antioksidanlar eklenerek de ¢oziilebilir (237,
238, 239).

Lipozomlarin stabilitelerini arttirmak igin, liyofilizasyon, dondurma, sprey

kurutma ve siiper kritik akiskan teknolojisi gibi birgok yontem arastirilmistir (238).

Lipozomlar kolloidal sistemlerdir. Lipozomlarin stabilitesi hem fiziksel
hem de kimyasal olarak degerlendirilebilir. Genel olarak, fiziksel 6zellik, lipozom
yapisinin korunmasini tanimlar ve kimyasal 06zellik, lipozomal bilesenlerin
molekiiler yapisini belirtir. Lipozom formiilasyonunun kararl olabilmesi i¢in hem
partikiil boyutu dagilimin1 hem de kapsiillenmis madde miktarini korumasi gerekir

(239).

2.5. Deriden Gegisin Olciimiinde Kullanilan Yéntemler

Cilde uygulanan bir ilacin etki gostermesi i¢in Oncelikle deriden emilmesi
gerekmektedir. TIlaglarm deriden emiliminin degerlendirilmesi icin dogru ve
tekrarlanabilir yontemlerin kullanilmasi, formiilasyonlarin kalite ve glivenliliginin
degerlendirilmesi agisindan esastir. Deriden gegisin 6lgiilmesinde kullanilan in situ ve in
vivo teknikler, yasayan insanlarin veya deney hayvanlarmin derisinin kullanilmasiyla
gerceklestirilir (240). Deri biyopsisi ya da cilde negatif basing uygulayarak olusan
kabarciktan elde edilen sividan ilag gecisinin 6l¢iilmesi yontemleri invaziv olduklari i¢in
cok tercih edilmemektedir. Ex vivo bant siyirma yonteminde, test edilecek formilasyon
topikal olarak uygulanir ve stratum korneumun hiicre katmanlari, yapigkan filmler
kullanilarak ilgili cilt alanindan sirayla c¢ikarilir. Bu yontemde bant siyirma hizi
degiskenlik gosterebileceginden, sonuglar hataya agik olabilmektedir. Mikrodiyaliz
yonteminde ise, mikrodiyaliz katateri ilgili dokuya implante edilerek ¢tziinen molekdller
interstisyel sividan tayin edilir. Mikrodiyaliz yonteminin dezavantaji, mikrodiyaliz
probunun kullaniminin doku morfolojisini degistirerek mikrodolagimin, metabolizma
hizinin veya fizyolojik bariyerlerin bitiinligiiniin bozulmasina neden olabilmesi ve
kiigiik analit konsantrasyonlarini tespit etmek igin hassas analitik yonteme ihtiyag

duyulmasidir (241).



In vitro tekniklerle deriden absorpsiyonun Olgiilmesi ise, cansiz stratum
korneumdan pasif difiizyonla gegen ilag miktarmin belirlenmesine dayanmaktadir. In
vitro yontemler, Franz diflizyon hucresi, donen difuzyon hiicresi gibi difiizyon hicresi
testlerini kapsamaktadir. In vitro deneylerin baslica avantajlar;; deneylerin
gerceklestirilmesinin daha kolay olmasi, daha az maliyetli olmalar1 ve sicaklik gibi
cevresel faktorlerin kontroliiniin daha kolay olmasidir. Ornekleme siklikla dogrudan

derinin altindan yapilabildiginden, dogru emilim oranlar1 belirlenebilmektedir (240).
2.5.1. Franz Difuizyon Hucresi

Adindan da anlasilacagi iizere, in vitro transdermal difiizyon yontemi T.J.
Franz tarafindan 1975 yilinda gelistirilmistir. Franz’in raporu, o zamana dek in
Vivo-in vitro transdermal absorpsiyon arasindaki iliskiye iliskin daha ©nce
sistematik bir arastirma yapilmadigini 6ne siirmektedir (11). Yontem, az degisken
icerdigi ve in vivo deneylere olan ihtiyaci azalttigi i¢in daha etik ve tekrarlanabilir
bir degerlendirme teknigine sahip oldugundan c¢alismalarda yaygin olarak

kullanilmaktadir (242).

Franz diflizyon hiicreleri, bir zarla ayrilmis bir dondr odast ve bir reseptor
odasindan olusur - 6rnegin, deri veya deri esdegeri (Sekil 2-16). Dondr bélmesinde
en lUstte ornek giris yapilir. Bir akis difiizyon hiicresinde, alici ortam, belirli bir

zaman aralig1 boyunca analiz i¢in numunelerin ¢ikarildig: alt kisimda dolastirilir

(12).

Kozmetik bilesenlerinin ilk degerlendirmesi olarak in vitro test yapilir.
Kozmetik preparatlar franz difiizyon hiicreleri ile gegirgenlik ve stabilite agisindan
degerlendirilirler. Bu testlerin degerli olmasi i¢in, in vitro ve in vivo veriler
arasindaki korelasyon, insan ve hayvan testlerini devre dis1 birakmak ve daha sonra
bu tiir deneylerle ilgili diizenlemeleri atlamak i¢in zorunludur (12). 2013 yilinda
kozmetiklerin hayvanlar iizerinde denenmesine iliskin AB yasaginin ardindan,

dogru in vitro verilerin 6nemi artmigtir (243).

Franz diflizyon hiicresi, insan derisine uygulanan topikal preparatlardan
epidermise veya dermise niifuz eden ve sistemik dolasima gegen bilesen miktarini
Olcen veya tahmin eden difiizyon testleri i¢cin kurulmus bir sistemdir. Franz hiicresi

penetrasyon ya da difiizyon ¢alismalari, topikal iirlinlerin etkinligini arastirmak icin



onemli bir arastirma yontemi haline gelmistir. Elde edilen sonuglarin in vivo
korelasyonlarinin yiiksek olmasi in vivo deneylere olan ihtiyaci azalttig1 i¢in Franz
diflizyon sistemleri ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Franz difiizyon
testinin diger avantajlari, daha az degisken igcermesi, etik ve tekrarlanabilir bir
degerlendirme teknigi olmasidir. Franz diflizyon hiicreleri, yar1 kati jeller, kremler
ve merhemler gibi mustahzarlardaki tek bir hammaddenin veya daha fazla aktif

maddenin difiizyonunu incelemek i¢in kullanilabilir (244).

Franz hiicresi diflizyon testlerinde kullanilan membranlar biyolojik (insan,
fare, domuz) veya sentetik (polimerik, seliiloz bazli) olabilir. Franz difiizyon hiicre
aparatt ile tam cilt, dermatomlu cilt, malzemelerin cildin farkli katmanlarina
penetrasyon profillerini test etmek icin sadece epidermis veya stratum corneum
kullanilabilir (245).

Zarlar, hiicrenin iist ve alt odalar1 arasina yerlestirilir. Hiicre sabit bir
sicaklikta (32°C veya 37°C) tutulur. Bu, suyun reseptor odasinin diginda sirkiile
edildigi ceketli bir hiicre kullanilarak saglanabilir. Diger bir secenek ise nemin ve
sicakligin yakindan izlenebildigi bir iklim odasi kullanmaktir. Ardindan cesitli
sollisyonlar hazirlanir ve tam bir deri yapist olusturmak i¢in alic1 hiicreye enjekte

edilir (11).

Alict ortam olarak gdzlemlenen maddenin ¢oziinebildigi bir sivi tercih
edilir. Fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS), pH ve tuz igerigi agisindan viicut sivisini
yakindan taklit ettigi icin agirlikli olarak kullanilir. Hidrofilik bilesenler igin,
reseptdr solisyonu olarak tuz veya tamponlu salin soliisyonu Onerilebilirken,
topikal formiilasyonlarda kullanilan lipofilik bilesenleri baglamak veya ¢6zmek
icin serum albiimini veya iyonik olmayan yiizey aktif maddeler igeren diger uygun

coziciler kullanilabilir (246, 247).

Hicre icindeki solusyonlar zar ile surekli temas halinde olmali ve uygun
oranda manyetik karistirici ile iyice karigtirilmalidir. Test edilecek miistahzarlar,
zar Uzerine OlgilU miktarlarda uygulanir. 1, 2, 4, 6, 8, 24 saat gibi 6nceden
belirlenmis zamanlarda yayilan miktarlari izlemek igin reseptdr sollisyonundan
numuneler toplanir. Kantitatif testler icin verici veya alict ortamdan ekstrakte
edilen numuneler, UV-VIS spektrofotometrisi, Yiiksek Performansli Sivi

Kromatografisi (HPLC) gibi farkli analiz teknikleri ile analiz edilebilir. Boylece



maddenin konsantrasyonu Onceden olusturulmus bir standart kalibrasyon

egrisinden tiiretilir (248).

In vitro difiizyon ¢alismalarinda insan derisinin kullanilmasinin 6niinde
cesitli engeller vardir. Insan derisinin parcadan parcaya degiskenligi yiiksektir, deri
ornekleri pahalidir ve elde edilmesi kolay degildir. insan dokusunun kullanimi ayni
zamanda zayif stabilite, depolama kosullarina duyarlilik, biyolojik tehlike

endiseleri ve yiiksek maliyet gibi deneysel zorluklar da ortaya ¢ikarmaktadir (249).
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Sekil 2-16: Franz Diflizyon hiicresi (250)

Biyopsilerden elde edilen insan veya hayvan derisinin kullanilmasia ek
olarak, transdermal difiizyon ¢alismalari icin ticari olarak temin edilebilen, insan
derisine alternatif olarak, insan derisiyle iyi uyum saglayan sentetik bazli zarlar
gelistirilmistir. Bu zarlarin 6rnekleri SkinEthic™ ve EpiSkin™, epiCS™ — cilt
esdegerleri olarak kullanilan 3D hiicre Kkiiltiirleridir. Deri esdegeri zarlarin
stiinliikleri, sentetik veya kiiltiirli membranlarin kolaylikla temin edilebilir
olmasi, uygun maliyetli olmas1 ve cilt dokusuna kiyasla yapisal olarak daha

homojen olmasidir (249, 250).

Her bir cilt modeliyle iliskili, onlar1 birbirinden farklilastiran g¢esitli
biyolojik ifadeler vardir. Arastirmalar, dogal dokunun yerini alan sentetik
membranlarin, gercek cilt kullanimiyla iliskili patolojik etkileri (6rnegin, cilt

biitiinliigli, nem igerigi, yogunluk, altta yatan hastalik) ortadan kaldirarak



tekrarlanabilirlik  sorunlarmin iistesinden gelmeye yardimci olabilecegini
diisiindirmektedir. Buna ek olarak, deri esdegerleri etik olarak daha uygundur
(250).

Yontem gelistirme icin, deri esdegeri yerine daha basit, yar1 gegirgen bir
zar kullanilabilir. Bunlar, molekiil veya parcacik boyutuna dayali bir elek olarak
kabul edilebilir ve temel amaglari, numune formilasyonunu (veya sollisyonunu) ve

alic1 ortam1 ayirmaktir. Rejenere seliillozdan olusturulan diyaliz membranlar1 buna

bir 6rnektir (242).

Membrandaki bir dizi gdzenek boyutu, istenen boyut dagiliminin iyi bir
sekilde ayrilmasini saglar. Yar1 gegirgen zardan partikiillerin derisim gradientine
gore gecisi Sekil 2-17de gosterilmektedir. Zar, daha kiiclik pargaciklarin niifuz

etmesine izin verir ve daha biiyiik pargaciklari engeller (242).
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Sekil 2-17: Franz difiizyon hiicresinde ilacin zardan alic1 odaya gecisi (242)

Franz difiizyon hiicrelerinde polimerik veya sentetik membranlarin
kullanim1 yaygin bir uygulamadir ve bu membranlar ticari olarak mevcuttur.
Sentetik membranlar, test edilecek Urunlerde formile edilen molekdllerin
penetrasyonunu kontrol eden polimerik makromolekiil tabakalarindan yapilir. Bu
membranlar polisiilfon, polikarbonat, poliakrilonitril ve polipropilen veya yari

sentetik seltloz polimerleri (seliloz asetat, seliloz nitrat ve rejenere seliiloz)
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olabilir. Ideal bir sentetik membran inert olmali, ilag penetrasyonunu

engellememeli ve iyi gegirgenlik saglamalidir (249).

Yar1 sentetik ve sentetik membranlarin gecirgenligi mikrofiltrasyon
membranlari i¢in gézenek c¢api ile ifade edilir. Ultrafiltrasyon membranlari iginse
'molekiiler agirlik ayirma sinirt (MWCO) terimi kullanilir. Molekiiler agirlik
ayirma sinirt membranin minimum ayirma oraninin %90 oldugu molekiiler agirlig
ifade eder ve membranin performansini etkileyen bir parametredir. Mikrofiltrasyon
membranlarinin, gozenek boyutu genellikle O0.lum ile Ium arasindadir.
Ultrafiltrasyon membranlarinin gézenek boyutu, genellikle 0.01 pm ila 0.1 pm
arasinda, molekiiler agirlik ayirma smiri, 1.000 Da ila 300.000 Da arasinda
degismektedir. Franz diflizyon hiicresi deneylerine baglamadan 6nce, molekuler
agirlik ayirma sinirina gére membran se¢imi yapilir. Debi, membran tipi,
gozeneklilik, kalinlik, test edilecek bilesenin molekiiler agirlig1 gibi parametreler

dogru membran se¢imi igin onemlidir (251).

Yapilan bir ¢calismada membranlarin akis hizlar1 incelenmis ve ibuprofenin
akis hizinin polimerik membranlarla seliilozik membranlara gére daha diisiik
oldugu bulunmustur. Etken maddenin zarlardan hizli akisinin, seliiloz zarmn yiiksek

gozenekliliginden (%66-84) kaynaklandigi sonucuna ulagilmistir (246).

Bircok diflizyon deneyinde, kullanilan sentetik membranlar reseptor
soliisyonda bekletilerek sartlandirilmistir. Reseptor boliimiine manyetik bir gubuk
konur, membran hiicrenin alici kismina kelepgeler kullanilarak yerlestirilir.
Hiicrelerin sicakligini sabit bir sicaklikta tutmak icin hiicrelerin ceketi boyunca
suyun sirkiilasyonu ve karistiricilar, test ¢ozeltileri Franz difiizyon sisteminin
dondr bolgesine doldurulmadan 6nce sistemi kosullandirmak i¢in ¢alistirilir. Test
soliisyonu (formulasyon) dondr bélmesine doldurulur. Penetran molekiliin geri
sizmasini Onlemek i¢in reseptor c¢ozeltisindeki konsantrasyonun bu ¢ozeltideki

¢ozinirligiiniin %10'unu gegmemesi saglanmalidir (246, 249-251).

Dermatom edilmis insan derisi eksplantlarinda yapilan in vitro permeasyon
calismasi, ilag penetresyonunu degerlendirmek ic¢in altin standart olarak kabul
edilir. Bununla birlikte, etik ve ekonomik nedenler, insan derisinin mevcudiyeti ve
kullanimi1 i¢in biiylik bir sorun tegkil etmektedir. Deri greft uygulamalar1 icin

toplanir ve normal tuzlu su icinde propandiol veya gliserol gibi maddeler



kullanilarak saklanir. Uzun siireli depolama nedeniyle, cilt canlilik ve enzimatik
aktiviteden yoksundur, bu da cilt gecirgenliginde degisikliklere neden olur (249,
250, 252). In vitro transdermal permeasyon ¢alismalari igin, dogal membran olarak
cok sayida hayvan modeli kullanilmaktadir. Hayvan modelleri iizerinde yapilan
aragtirmalar, insan derisiyle dogrudan karsilastirilabilirlife veya insanlarda
bulunan transdermal absorpsiyona benzerlige dayanmaktadir. Domuz gibi
hayvanlardan (kobay, sican, fare gibi kemirgenler, primatlar, tavsan) izole edilmis
deri kolayca elde edilebilmeleri, canlilik ve enzimatik aktivite ile deri permeasyon
calismalarindan Once taze olarak eksize edilebilmeleri ve daha az degiskenlik
gostermeleri nedeniyle rutin olarak insan derisine alternatif olarak diistiniilmiistiir.
Bu tiir modellerde domuz derisi, insan derisine pek ¢cok benzerligi (yag birikintileri,
folikiiller, yogunluk) oldugu ve kolay erisilebilir oldugu icin yaygin olarak tercih
edilir. Domuz derisinin tily yogunlugu (~20 tiily/cm?2), Langerhans hiicreleri gibi
yapilarin varligi, stratum corneum kalinligi, glikosfingolipidler ve seramidler gibi
icerikler, tabakali, ¢ok tabakali, keratinize edici epitel, canli epidermisin kalinligi
(~70 um), dermiste kollajen lif diizenlemesi bakimindan insan derisi ile benzerlik
gostermektedir (253). Domuz derisi, homojen numunelerin alinmasi igin tercih
edilen ¢oklu numune ekstraksiyonu i¢in yeterince genis bir deri yiizeyine sahiptir
ve hayvanin boyutu a¢isindan pratiktir. Bu nedenle, domuz derisi (dermatom veya
tam kalinlik), transdermal ilag tasiyict sistemlerin deri gegirgenligini
degerlendirmede rutin olarak kullanilmaktadir. Sekil 2-18’de domuz ve insan

derisinin histolojik goriintiileri karsilastirilmali olarak gosterilmistir (249-253).
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Sekil 2-18: (A) Domuz ve (B) insan derisinin karsilastirmal histolojik
goruntusi (Hematoksilen-Eozin boyama) (252)

KF: Kil folikiilii, YB: Yag bezi, TB: Ter bezi, Ad: Adipoz doku, Kas: Erektdr pili kasi

llaglarin gegirgenligini belirlemek i¢in yeniden yapilandirilmis insan derisi
esdegerleri de kullanilmaktadir. Deri esdegerleri, yapay olarak kiiltiirlenmis insan
derisi modelleri, paralel yapay membran gecirgenlik deneyleri (PAMPA'lar) ve
basit polimerik veya lipid modellerine dayali yapay membranlardir. Keratinositler
ve fibroblastlar gibi insan derisi bilesenlerinin kiiltiirlenmesiyle hazirlanirlar. Bu
membranlarda, in vitro permeasyon ¢aligmasi, insan in vivo kosullarinda meydana
gelen metabolizma, dagilim ve atilim gibi bilesenleri igermediginden basarisiz olur.
Yine de deri esdegerleri, tutarli, tekrarlanabilir gecirgenlik verileri saglama
acisindan avantajlidir. Bu tiir modeller, mitotik ve metabolik olarak aktif olan canli
hiicrelere sahiptir. Su anda, EpiDerm™, EpiSkin™ ve Labskin™ gibi pazarlanan
gesitli cilt modelleri bulunmaktadir (249, 250). Bununla birlikte, bu modeller, insan
derisine kiyasla ila¢ molekiillerinin daha yiiksek niifuz ettigini gdstermistir. Bu
modeller ¢ogunlukla tahris ve toksisite testleri i¢in kullanilir. Cok katmanl
polyester siilfondan olugsan Strat-M™ (Merck Millipore, Burlington,
Massachusetts, ABD), sentetik membranlara yeni eklenen bir iiriindiir. insan derisi
gibi, Strat-M™ membrani da cesitli yayilma &zelligine sahip ¢oklu katmanlara

sahiptir. Insan derisinden gecis icin hiz smirlayici katman en distaki epidermal



katmandir, oysa suni membranlarda hiz smirlayict katman agik degildir. Her
katmanda hapsolmus ilact incelemek i¢in Strat-M™ zarinin katmanlarini1 ayirmak
zordur. Ayrica, yapay membranlarin kullanimi, formiilasyon bilesenlerinin deri ile
etkilesimi hakkinda kesin bir fikir saglayamaz. Gegirgenlik degerlerinin ve emilen
ilaclarin yiizdelerinin belirlenmesi i¢in deri esdegerlerine giivenilebilir. Bununla
birlikte deri esdegerleri, farkli cilt katmanlarina niifuz eden ila¢ miktarint veya
emilen dozlarin ylzdelerini tahmin edemezler (249). Unhida ve ark., Strat-M™
membran, insan derisi ve tliysiiz si¢an derisine 13 farkli kimyasal bilesigin (152 ile
289 Da arasinda molekiiler agirlik (MW) ve -0.9 ile 3.5 arasinda lipofilisite)
penetrasyonunu karsilastirmis, Strat-M™'de elde edilen log P degerleri, insan ve
sican derilerindeki degerlere yakin olmasina ragmen, insan ve si¢an derisi verileri
arasinda daha iyi bir iliski gézlemlenmistir. Bdylece sican derisinin insan derisine
alternatif olarak kullanilabilecegi sonucuna ulasilmistir. In vitro testlerde ilk
taramanin deri esdegerleri kullanilarak yapilmasi ve nihai iiriinlerin penetrasyon
verilerinin elde edilmesi i¢in insan veya hayvan derisi kullanilarak test edilmesi

Onerilmistir (255).

2.6. Diflzyon
Molekiillerin kati, sivi veya gazlardan pasif gegisine diflizyon denir.
Difiizyon, molekiillerin yiiksek konsantrasyonlu bir bodlgeden daha diisiik

konsantrasyonlu bir bolgeye gerceklesen hareketi olarak tanimlanir (81).

Herhangi bir aktif maddenin etkisini gdstermesi icin hedef bdlgeye
ulagmas1 gerekir. Maddenin hedeflendigi bolgeye ulagabilmesi i¢in ise biyolojik
zarlardan gegmesi gerekir. Ilag bir {iriinden salindiginda da benzer bir mekanizma
gerceklesir; bagka bir deyisle, molekiil daha yogun bir ortamdan daha az yogun bir

ortama yayilmali veya hareket etmelidir (81).

Sentetik veya canli olmayan cilt ile in vitro permeasyon testi, esas olarak
difiizyona dayalidir ve Brownian hareketi olarak adlandirilan molekiillerin rastgele
hareketine dayanir. Bir maddenin diflizyonu sicakliga baglhidir. Daha yiiksek
sicaklik, sistemin i¢ enerjisini artirarak daha etkili Brownian hareketi saglar.
Diflizyon da konsantrasyona baghdir. Iki sistem arasindaki bir konsantrasyon

gradienti, diflizyon oranlarini artiran dengeye dogru bir itici gii¢ saglar (255).



2.6.1. Fick’in Birinci Kanunu

Fick'in Birinci Yasasina gore, molekiillerin hareketi zarin her iki tarafindaki
konsantrasyon farki "sifir" olana kadar devam etmelidir (256). Bu durum denklem
2-1 ile ifade edilmektedir:

dac
F:—DX(E) o

dC/dx konsantrasyon gradyan1 zamana bagl degildir. Bu, difiizyonun her
birim mesafede ¢ok yogundan daha az yoguna gegisi sirasinda konsantrasyon

farkinin zamanla degismedigi anlamina gelir (256).

Fick'in birinci yasasinda, D, molekiiliin diflizyon katsayis1 (alan/zaman,
cm2/sn); C konsantrasyon (miktar/hacim, g/cm3) ve x molekiiliin kat ettigi
mesafedir(cm). F akidir; D, molekiiliin ortam i¢inde ortama ne kadar alan girip
cikabilecegini gosterir. Yukaridaki denklemde “-”, molekiiler hareketin daha
yogun bolgeden daha az yogun bdlgeye dogru oldugu anlamma gelir. Yogun
bolgeden uzaklastikca konsantrasyon azalir ve bu nedenle aki degeri her zaman “+”

olacaktir (246).
2.6.2. Fick’in ikinci Kanunu

Fick'in birinci yasasinda konsantrasyon ve zaman bagimsiz iken, Fick'in
ikinci yasasinda konsantrasyon ve akis hem zamana hem de mesafeye baglidir.
Fick’in ikinci yasasi asagidaki denklem ile ifade edilir:

dc d2j

=D
dt dx
(2-2)

Denklem 2-2'de aki, zaman ve mesafenin bir fonksiyonudur. Bu denklem
sadece tek yonludur. Zamanla konsantrasyondaki degisiklik, kat edilen mesafenin

konsantrasyon farkinin degisim hizina oranidir (256).



2.6.3. Difuizyonda Denge Durumu

Difuzyondaki denge durumunu yorumlamak icin, difiizyon hticrelerinin iki
kompartiman1 arasinda zardan difiizlenen molekiiliin konsantrasyonundaki
degisimi gozlemlemek gerekir. Diflizyon kararli duruma ulasana kadar bir gecikme
stiresi vardir. Gecikme siiresi boyunca, verici fazdan alici faza difiize olan
materyalinin miktart aym1 degildir. Bunun nedeni, zarin verici taraftan zara
hareketini ayiran zarin, daha sonra zar i¢inde hareket etmesi ve zardan alic1 tarafa
hareketin diflizyonun toplam siireci olmasidir. Her bir ortamda, itici giicler, verici
ve zar arasindaki, zarin her iki tarafi ile zar ve reseptdr c¢ozeltisi arasindaki
konsantrasyon gradyanlarindan kaynaklanir. Membran i¢indeki konsantrasyon
gradyani sifir oldugunda, birim zamandaki difiizyon ve birim alan sabit hale gelir.

Bu, kararli durum diflizyonunu temsil eder (256).

Difilizyon deneylerinde, incelenen madde ¢ozlcide ¢ozindirlip hicrenin
bir tarafina, ¢oziicii ise diger tarafa konur. ila¢ molekiilleri derisim farkinda gore
hiicrenin bir tarafindan diger tarafina dogru aradaki membranin i¢inden gegerek
ilerlerler. Franz difiizyon hiicresi deneyleri sirasinda, alici kompartmandaki ¢ozelti
belli bir hizda yerine saf ¢oziicii eklenerek yenilenir. Bu sekilde, alici
kompartmandaki madde konsantrasyonu dondr kompartmandaki derisime gore
%10 ila 15 kadar daha diisiik kalir. Bu durum “sink kosul” olarak anlandirilir (249,
256, 257). Zamanla bir odadan digerine gecen molekillerin dondr odadaki
konsantrasyonu azalir, reseptor odadaki konsantrasyonu artar. Belirli bir zamandan
sonra ise alict oda ve verici odalardaki c¢ozeltilerin derisimleri esitlenmese de
derisim degisimi durur yani dC/dt sifira esitlenir. Zar igerisindeki molekiil degisimi
de sifir olur. Bu durumda aki deger sabitlenir. Bu duruma denge durumu
denmektedir (256).

Denge durumunun saglanmasi i¢in membranin ilag molekiilleriyle doygun
hale gelmesi gerekmektedir. Denge durumuna kadar membrandan diflize olan ilag
miktar1 ile zaman arasinda dogrusal bir iliski olmaz. Bu duruma denge durumu
oncesi ad1 verilir. Denge durumunun saglanmasinin ardindan diflizyon hiz1 sabit

olur ve sabit aki degeri elde edilir (256, 257).



2.7. fla¢ Sahim Kinetigi

Ilag salim profili igin, ila¢ salim kinetiginin tahmin edilmesi gerekir. Maddelerin
fizikokimyasal ozellikleri, yardimci maddeler, dozaj formu tasarimi, lretim siireci
degiskenleri ve tasarim gibi ¢esitli faktorler, ilacin dozaj formundan salinmasini etkiler.
flag tastyict sistemlerin salim davranisini tahmin etmek igin birgok matematiksel model
kullanilmastir. {lacin salim davranisi, bu matematiksel modellere uyumuna gore belirlenir.
flag salimu igin, korelasyon katsayisinin (R?) en yiiksek oldugu model en uygun model
olarak secilir (258).

2.7.1. Sifirinci1 Dereceden Kinetik

Sifirier dereceden kinetik modeli, ilacin konsantrasyondan bagimsiz olarak ilag
tasiyict sistemden siirekli ilag salinimini ifade eder. Coziinmiis ilacin fraksiyonunun
zamana gore grafiksel gosterimi dogrusaldir. Egrinin egimi sifir dereceli salim
kinetiginde K degerini verir (259). Sifirinc1 dereceden kinetik modeli, Denklem 2-3’te
ifade edilmistir (259).

Q1 =Qo + Kot
(2-3) (259)

Denklemde Ko sifirinct derece kinetigin oranti sabitini, Qo ilacin ilk miktarini, Qt

ise t zamaninda ilacin salim miktarmi temsil etmektedir.
2.7.2. Birinci Dereceden Kinetik

Birinci dereceden kinetik, salim hizinin konsantrasyona bagli oldugu salimi

tamimlar. Denklem 2-4’te ifade edilmistir (259).

dC/dt = -Kt

(2-4)(259)



Bu denklemin yeniden diizenlenmesi ile Denklem 2-5 elde edilir (259).

logQ: = logQo + Kt / 2,303
(2-5)(259)

Denklemde K birinci dereceden kinetik sabitini, Qo ilacin ilk miktarini, t zamant

ifade etmektedir.

Elde edilen veriler ilacin kiimiilatif log yiizdesi olarak grafige gegirilir. Kalan
stireye kars1 -K/2,303 egime sahip diiz bir ¢izgi elde edilir. X ekseninde gegen siire ile y
ekseninde salinacak kalan ilacin log kiimiilatif yiizdesi arasinda bir grafik ¢izilir ve girefik
diz bir gizgi verir (260).
2.7.3. Higuchi Kinetigi
Bir matris sisteminden ila¢ salimini tanimlamay1 amacglayan matematiksel
model, 1963 yilinda Higuchi tarafindan dnerilmistir. Bu modelde ilag salimi, Fick

Yasast’'na dayanir. ilag salimi, karekok zamana bagli olan bir difiizyon siireci

olarak tanimlanir (260).

Bu model, matristeki baslangic ila¢ konsantrasyonunun ilag
¢cOziinlirliiglinden ¢ok daha yiiksek oldugu, ila¢ difiizyonunun yalnizca tek bir
boyutta gerceklestigi, ilag diflizyonunun sabit oldugu ve salim ortaminda sink
kosulunun saglandig1 hipotezlerine dayanmaktadir. Higuchi kinetik modeli

Denklem 2-6’da ifade edilmistir (260, 261).

Q — KH * t Y2
(2-6) (261)

Bu denklemde, Kn Higuchi salim sabiti, Q ise toplam ilag salim miktaridir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler
3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Badem yagi (Sigma-Aldrich)
Balmumu (Sigma-Aldrich)

Boraks (Sigma-Aldrich)

Disodyum fosfat (Sigma-Aldrich)
DPPC (Sigma-Aldrich)

Etanol (Sigma-Aldrich)

Kloroform (Sigma-Aldrich)
Kolesterol (Sigma-Aldrich)

Metanol (Sigma-Aldrich)
Monosodyum fosfat (Sigma-Aldrich)
Parafin (Sigma-Aldrich)

Potasyum Klorir (Sigma-Aldrich)
Sodyum klortr (Sigma-Aldrich)
Soya fosfatidilkolin (Sigma-Aldrich)
Spermaceti (Sigma-Aldrich)
Transresveratrol (Sigma-Aldrich)
Vitamin E (Sigma-Aldrich)

MTT solusyonu (Sigma-Aldrich)

DPPH cozeltisi (Sigma-Aldrich)



3.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

3.1.2.1. Kullanilan Aletler

Shimadzu, SIL-20AC Ht Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi
Insertil, ODS-3V 250 x 4.60 mm 3 um Kolon

Malvern Zetasizer-Nano ZS Partikiil Biiyiikliigii Ol¢iim Cihazi
PureLab Distile Su Cihazi

AND GR-200 Hassas Terazi

WTW pH 3110 pH Metre (WTW, Almanya)

Wise Stir® Manyetik karistirict

PermeGear V6- CB- 02 Manyetik Karistiricili Franz Diflizyon Sistemi
WiseClean® Ultrasonik banyo

Allegra X-30R santrifiij (Beckman Coulter, ABD)

Wisebath Calkalamali su banyosu

Carl Zeiss EVO40 Taramali Elektron Mikroskobu

Niive iklimlendirme kabini

3.1.2.2. Kullamilan Malzemeler

Cam Malzemeler (Erlen, Beher, Pipet, Balon joje, Mezir, Cam sise, vb.)
HPLC Vialleri

Eppendorf

Zetasizer Kuveti

Domuz derisi

Parafilm®

Siringa ucu filtreler (Sartarius Minisart RC)

Membran Filtre (Sartorius Stedium Biotech)



3.2. Yontem

3.2.1. Resveratrolin Miktar Tayini Yénteminin Gelistirilmesi

Resveratroliin miktar tayini i¢in HPLC analizi kullanildi. HPLC yontemi,
hazirlanan lipozomlarda in vitro Franz difiizyon hiicresi gegis calismalarinda,

stabilite ¢alismalarinda kullanildi.

Kullanilan HPLC ekipmani Shimadzu SIL-20AC Ht HPLC otomatik
ornekleyici ve pompadan olusuyordu. Bu analiz i¢in Inertsil ODS-3V 250 x 4.60
mm 3 um kolon kullanildi.

HPLC  analizlerine  baslamadan  0Once  resveratrol icin UV
spektrofotometrede, 1 cm’lik kuvartz klvetler kullanarak 200 - 500 nm arasinda

dalga boyu taramasi yapildi.

3.2.2. Resveratroliun HPLC ile Miktar Tayini Yonteminin
Validasyonu

Validasyon, kullanilan yontemin devamli dogru ve givenilir bir sekilde
beklenen sonuglart verdiginin kanitlanmasi igin yapilan islemler biitiintidiir.

Validasyon iglemleri ile yontemin gegerliligi ve giivenirligi kanitlanmis olur (262).

Tablo 3-1’te HPLC y6nteminin kosullar1 verilmistir.

Tablo 3-1: Resveratrolin HPLC ile miktar tayini kosullari

Kolon Inertsil ODS-3V 250 x 4.60 mm 3 um
Akis Hizi 0.9 ml/dakika

Dalga Boyu 306 nm

Kolon Sicakhg 25°C

Enjeksiyon Hacmi 20 pl

Oto Ornekleyici Sicaklign 25 °C

Enjeksiyon Siresi 15 dakika

Seyreltme ¢ozeltisi Metanol: Su (50:50)

Hareketli faz ¢ozeltisi Metanol: Su (51:49)




Metanol:su karisiminda (50:50, v/v) 1 mg/mL'lik resveratrol stok standart
¢ozeltisi ve ardindan farkli konsantrasyonda sekiz standart ¢ozelti (0.001, 0.007,
0.01, 0.012, 0.016, 0.020, 0.024, 0.040 mg/ml) hazirlandi. Saptama sinirin1 (LOQ)
ve duyarlilik sinirmi (LOD) belirlemek i¢in sekiz standart ¢ozelti (0.001, 0.007,
0.01, 0.012, 0.016, 0.020, 0.024, 0.040 mg/ml) hazirlandi. Enjeksiyondan once
standartlar ve numuneler 0,22 pm gozenek boyutlu bir filtreden (Millipore,
Bedford, ABD) stzildu.

Kromatografik analizler, 0.9 mL/dk'lik bir akis hizinda pompalanan bir
metanol ve su karisimindan (51:49, v/v) olusan bir mobil faz ile izokratik modda
gerceklestirilmistir. Numune enjeksiyon hacmi 20 pL ve dalga boyu 306 nm'ye

ayarlandi. Enjeksiyon stiresi, 25°C sicaklikta 15 dakikadir.

Bu amagla, validasyon ¢alismasi yapilmis ve dogrusallik, dogruluk ve geri
kazanim, kesinlik, 6zgiinliik ve segicilik, duyarlilik ve saptama sinir1 parametreleri

incelenmistir.

3.2.2.1. Dogrusallik

Hazirlanan numunedeki etkin madde miktariin  belli  bir araligi

icerisindeki derisimi ile elde edilen yanitin orantili oldugunun ifadesidir (268).

Resveratrolin 50:50 (h/h) metanol:su karisimida 0.001, 0.007, 0.01,
0.012, 0.016, 0.020, 0.024, 0.040 mg/ml konsantrasyonlarindaki sekiz ayri
cozeltisi hazirlandi ve HPLC’ye enjekte edildi. Pik alanlari bulundu. Resveratrol
derisimlerine karsilik elde edilen pik alanlarina dogrusal en kuguk kareler yontemi

uygulandi. Standart dogru denklemi elde edildi.

Dogrusallik, en kiigiik kareler yontemi kullanilarak asagidaki regresyon
denklemi (3-1) ve korelasyon katsayis1 (r) hesaplanarak sekiz konsantrasyon
seviyesinde (0.001 — 0.040 mg/ml) degerlendirildi:

Y =146268045,8806x - 7886,8289 (3-1)

r =0,9999

Burada Y tepe alanidir ve x, mg/mL cinsinden standart ¢ozelti konsantrasyonudur. 1'e yakin bir r degeri,

onerilen araliktaki dogrusalligi gostermektedir.



3.2.2.2. Dogruluk ve Geri Kazanim

Dogruluk, saptanan madde miktarinin numune igerisindeki gergek etkin
madde miktarina yakinligidir. Geri elde yiizdesi, yontemin dogrulugunu ifade eder.

%95 olasilikla daha énceden kabul edilen Olcitler arasinda kalmalidir (268).

Resveratroliin hem ¢6zeltiden hem de lipozomlardan kalibrasyon denklemi

kullanilarak geri elde edilen miktarlart hesaplandi.

Geri elde edilen miktarlar hesaplanarak, gerekli istatistiksel parametrelerle

degerlendirildi.
3.2.2.3. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, ayn1 konsantrasyondaki numunenin segilen
metotla birbiri ardina yapilan 6lgiimlerinin birbirine yakinligi ile degerlendirilir.
Kesinlik ise tekrar edilebilirliginin gostergesidir. Standart sapma, bagil sapma ve

varyasyon katsayist degerleri yardimiyla kesinlik degerlendirilir (268).

Deney i¢i kesinlik icin resveratroliin kalibrasyon dogru denklemini
olusturmak i¢in stok ¢ozeltisinden uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan gesitli
derisimdeki ¢ozeltilerin, herhangi bir derisimde olan 6rneklerinden biri HPLC’ye

ardi ardina 6 kere enjekte edildi.

Elde edilen pik alanlarinin ortalamasi, standart sapmasi ve bagil sapmasi

hesaplandi.

Deneyler arasi tekrarlanabilirlik igin, resveratrolin 0.01, 0.025, 0.05
mg/mL derisimlerde ¢ozeltileri hazirlandi. Bu numuneler birbirini takip eden 3 giin
icerisinde 3’er kez HPLC’ye enjekte edildi. Elde edilen pik alanlarina karsilik gelen

derisimlerin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon katsayisi hesaplandi.
3.2.2.4. Ozglnluk ve Secicilik

Secilen metodun sadece amagclanan analiti ayirt edebilme yetenegidir.
Kullanilan analiz yontemi sadece analiz etmek istenilen maddeyi saptamalidir.
Numune icinde var olan diger maddelerin ayn1 dalga boyunda saptanip

saptanmadiginin kontroliiniin yapilmasi gerekmektedir.



Etken madde icermeyen, yalnizca resveratrol igceren, hem resveratrol hem
diger lipozom bilesenleri igeren c¢ozeltiler hazirlanarak analiz sonuglarinin
karsilastirilmas1 yapildi. Ayrica kullanilan mobil faz enjekte edilerek analiz

sonuclar elde edildi.
3.2.2.5. Duyarhlik ve Saptama Sinir1

Kullanilan analiz yonteminin guvenilir bir sekilde analiz edebildigi en
diisiik derisimi belirlemek amaciyla yapilan islemlerdir. Duyarlilik (3-2) ve
saptama

smirt (3-3) asagidaki denklemlerle hesaplanir (268).
Duyarlik sinir1 (LOD) = (3.3Xx0)/S (3-2)

Saptama sinir1 (LOQ) = (10 x o) /S (3-3)

o : kalibrasyon araligindaki en diisiik derisimin Standart sapmasi

S : kalibrasyon egrisinin egimi

3.2.3. Resveratrol Cozunurlik Testi

Resveratroliin in vitro ¢aligmalarda kullanilacak olan reseptdr ¢ozeltisi
icindeki ¢Ozlniirliigiinii hesaplamak i¢in, resveratroliin PBS ¢ozeltisi ve HCO-
60:ethanol:PBS (2:20:78, h/h/h) ¢bzeltisi hazirlandi. 30 ml ¢ozelti iginde 1 g aktif
bilesen, bir manyetik karistiricida 1 saat boyunca 25°C'de 150 rpm'de karistirildi.
Ug paralel ¢oziiniirliik ¢calismast yapildi. Numuneler 0,22 um gdzenek boyutlu bir

filtreden siiziilerek 1 ml numune alindi, numuneler 3.2.2 yontemi ile analiz edildi.
3.2.4. Koenzim Q10’un Miktar Tayini Yonteminin Gelistirilmesi

Koenzim Q10’un miktar tayini i¢in HPLC analizi kullanildi. HPLC
yontemi, hazirlanan lipozomlarda in vitro Franz difiizyon hiicresi gecis

¢alismalarinda, stabilite ¢alismalarinda kullanildi.

Kullanilan HPLC ekipmani Shimadzu SIL-20AC Ht HPLC otomatik
ornekleyici ve pompadan olmaktadir. Bu analiz i¢in Hypersil GOLD (250 x 4.60
mm 5 pm) kolon kullanildi.



HPLC analizlerine baslamadan 0©nce koenzim Q10 igin UV
spektrofotometrede, 1 cm’lik kuvartz klvetler kullanarak 200 - 400 nm arasinda

dalga boyu taramasi yapildu.

3.2.5. Koenzim Q10’un HPLC ile Miktar Tayini Yonteminin
Validasyonu

Tablo 3-2°te HPLC yonteminin kosullari verilmistir.

Tablo 3-2: Koenzim Q10’un HPLC ile miktar tayini kosullar:

Kolon Hypersil GOLD 250 x 4.60 mm 5 pm
Akis Hizi 1 ml/dakika

Dalga Boyu 275 nm

Kolon Sicakhg 30°C

Enjeksiyon Hacmi 10 pl

Oto Ornekleyici Sicakhg 30°C

Enjeksiyon Siresi 10 dakika

Seyreltme ¢ozeltisi Metanol: n-Hekzan (80:20)
Hareketli faz ¢ozeltisi Metanol: n-Hekzan (80:20)

Metanol:n-Hekzan karigiminda (80:20, v/v) 1 mg/mL'lik koenzim Q10 stok
standart ¢ozeltisi ve ardindan yedi standart ¢cozelti (0.003, 0.015, 0.03, 0.075, 0.15,
0.30, 0.60 mg/mL) hazirland1. Saptama sinirin1 (LOQ) ve duyarlilik sinirin1 (LOD)
belirlemek icin yedi standart ¢ozelti (0.003, 0.015, 0.03, 0.075, 0.15, 0.30, 0.60
mg/mL) hazirlandi. Enjeksiyondan Once standartlar ve numuneler 0.22 pm

g6zenek boyutlu bir filtreden (Millipore, Bedford, ABD) suzuldd.

Kromatografik analizler, 1 mL/dk'lik bir akis hizinda pompalanan bir
metanol ve n-hekzan (80:20 h/h) karisimindan olusan bir mobil faz ile izokratik
modda gergeklestirilmistir. Numune enjeksiyon hacmi 10 pL ve dalga boyu 275
nm'ye ayarlandi. Enjeksiyon siiresi, 25°C sicaklikta 10 dakikadir.

3.2.5.1. Dogrusallik

Dogrusallik i¢in, koenzim Q10’un kalibrasyon egrisi hazirlanmis,

korelasyon katsayis1 ve dogrusallik belirlenmistir.



Koenzim Q10’un 80:20 (h/h) metanol: n-Hekzan karigiminda 0.003, 0.015,
0.03, 0.075, 0.15, 0.30, 0.60 mg/mL konsantrasyonlarindaki yedi ayr1 ¢ozeltisi
hazirlandi ve HPLC’ye enjekte edildi. Pik alanlar1 bulundu. Koenzim Q10
derisimlerine karsilik elde edilen pik alanlarina dogrusal en kiicik kareler yontemi

uygulandi. Standart dogru denklemi elde edildi.

Dogrusallik, en kiiciik kareler yontemi kullanilarak bolim 3.2.2.1.°de
belirtildigi sekilde hesaplanarak yedi konsantrasyon seviyesinde (0.003, 0.015,
0.03, 0.075, 0.15, 0.30, 0.60 mg/mL) degerlendirildi.

3.2.5.2. Dogruluk ve Geri Kazanim

Koenzim Q10’un hem c¢0zeltiden hem de lipozomlardan kalibrasyon

denklemi kullanilarak geri elde edilen miktarlar1 hesaplandi.

Geri kazanilan miktarlar hesaplanarak, gerekli istatistiksel parametrelerle

degerlendirildi.
3.2.5.3. Kesinlik

Deney ici kesinlik igin koenzim Q10’un kalibrasyon dogru denklemini
olusturmak icin stok ¢ozeltisinden uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan gesitli
derisimdeki ¢ozeltilerin, herhangi bir derisimde olan 6rneklerinden biri HPLC’ye

ard1 ardina 6 kere enjekte edildi.

Elde edilen pik alanlarinin ortalamasi, Standart sapmasi ve bagil sapmasi

hesaplandi.

Tekrarlanabilirlik igin, koenzim Q10’un 0.015, 0.03, 0.15 mg/mL
derisimlerde ¢ozeltileri hazirlandi. Bu numuneler birbirini takip eden 3 gin
icerisinde 3’er kez HPLC ye enjekte edildi. Elde edilen pik alanlarina karsilik gelen

derisimlerin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon katsayis1 hesaplandi.
3.2.5.4. Ozglinlik ve Segicilik

Etken madde icermeyen, yalnizca koenzim Q10 igeren, hem koenzim Q10
hem diger lipozom bilesenleri iceren c¢ozeltiler hazirlanarak analiz sonuglarinin
karsilagtirilmast yapildi. Ayrica kullanilan mobil faz enjekte edilerek analiz

sonuclari elde edildi.



3.2.5.5. Duyarhlik ve Saptama Sinir1

Duyarlilik ve saptama smir1 Bolim 3.2.2.5° te belirtildigi gibi

hesaplanmustir.
3.2.6. Koenzim Q10 Cozunurlik Testi

Koenzim Q10’un in vitro ¢aligmalarda kullanilacak olan reseptor ¢ozeltisi
icindeki ¢oziliniirliigiinii hesaplamak i¢in, koenzim Q10’un PBS ¢o6zeltisi ve HCO-
60:ethanol:PBS (2:20:78, h/h/h) ¢6zeltisi hazirlandi. 30 ml ¢ozelti iginde 1 g aktif
bilesen, bir manyetik karistiricida 1 saat boyunca 25°C'de 150 rpm'de karistirildi.
Ug paralel ¢oziiniirliik ¢alismas1 yapildi. Numuneler 0,22 um gozenek boyutlu bir

filtreden siiziilerek 1 ml numune alindi, numuneler 3.2.4 yontemi ile analiz edildi.
3.2.7. Vitamin E’nin Miktar Tayini Yonteminin Gelistirilmesi

Vitamin E’nin miktar tayini i¢in HPLC analizi kullanildi. HPLC yontemi,
hazirlanan lipozomlarda in vitro Franz difiizyon hiicresi gegis calismalarinda,

stabilite calismalarinda kullanildu.

Kullanilan HPLC ekipmani Shimadzu SIL-20AC Ht HPLC otomatik
ornekleyici ve pompadan olusmaktadir. Bu analiz i¢in Hypersil GOLD (250 x 4.60

mm 5 pum) kolon kullanildi.

HPLC analizlerine  baslamadan 6nce vitamin E i¢in UV
spektrofotometrede, 1 cm’lik kuvartz kivetler kullanarak 240 - 340 nm arasinda

dalga boyu taramasi yapildi.



3.2.8. Vitamin E’nin HPLC ile Miktar Tayini Yénteminin
Validasyonu

Tablo 3-3’te HPLC yonteminin kosullar1 verilmistir.

Tablo 3-3: Vitamin E’nin HPLC ile miktar tayini kosullar:

Kolon Hypersil GOLD 250 x 4.60 mm 5 pm
Akis Hizi 1 ml/dakika

Dalga Boyu 275 nm

Kolon Sicakh@ 30°C

Enjeksiyon Hacmi 10 pl

Oto Ornekleyici Sicakhg 30°C

Enjeksiyon Siresi 10 dakika

Seyreltme ¢ozeltisi Metanol: n-Hekzan (80:20)
Hareketli faz ¢ozeltisi Metanol: n-Hekzan (80:20)

Metanol:n-Hekzan karisiminda (80:20, v/v) 1 mg/mL'lik vitamin E stok
standart ¢ozeltisi ve ardindan yedi standart ¢6zelti (0.003, 0.015, 0.03, 0.075, 0.15,
0.30, 0.60 mg/mL) hazirlandi. Saptama sinirin1 (LOQ) ve duyarlilik sinirin1 (LOD)
belirlemek icin yedi standart ¢ozelti (0.003, 0.015, 0.03, 0.075, 0.15, 0.30, 0.60
mg/mL) hazirlandi. Enjeksiyondan Once standartlar ve numuneler 0.22 pm

g6zenek boyutlu bir filtreden stzaldu.

Kromatografik analizler, 1 mL/dk'lik bir akis hizinda pompalanan bir
metanol ve n-hekzan (80:20 h/h) karisimindan olusan bir mobil faz ile izokratik
modda gergeklestirilmistir. Numune enjeksiyon hacmi 10 pL ve dalga boyu 275
nm'ye ayarlandi. Enjeksiyon siiresi, 25°C sicaklikta 10 dakikadir.

3.2.8.1. Dogrusallik

Dogrusallik i¢in, vitamin E’nin kalibrasyon egrisi hazirlanmis, korelasyon

katsayist ve dogrusallik belirlenmistir.

Vitamin E’nin 80:20 (h/h) metanol: n-hekzan karisiminda 0.003, 0.015,
0.03, 0.075, 0.15, 0.30, 0.60 mg/mL konsantrasyonlarindaki yedi ayr1 ¢ozeltisi
hazirlandi ve HPLC’ye enjekte edildi. Pik alanlart bulundu. Vitamin E



derisimlerine karsilik elde edilen pik alanlarina dogrusal en kuguk kareler yontemi

uygulandi. Standart dogru denklemi elde edildi.

Dogrusallik, en kiigliik kareler yontemi kullanilarak boliim 3.2.2.1° de
belirtildigi sekilde hesaplanarak yedi konsantrasyon seviyesinde (0.003, 0.015,
0.03, 0.075, 0.15, 0.30, 0.60 mg/mL) degerlendirildi.

3.2.8.2. Dogruluk ve Geri Kazanim

Vitamin E’nin hem ¢6zeltiden hem de lipozomlardan kalibrasyon denklemi

kullanilarak geri elde edilen miktarlar1 hesaplandi.

Geri elde edilen miktarlar hesaplanarak, gerekli istatistiksel parametrelerle

degerlendirildi.
3.2.8.3. Kesinlik

Deney i¢i kesinlik igin Vitamin E’nin kalibrasyon dogru denklemini
olusturmak i¢in stok ¢ozeltisinden uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan gesitli
derisimdeki ¢ozeltilerin, herhangi bir derisimde olan 6rneklerinden biri HPLC’ye

ard1 ardina 6 kere enjekte edildi.

Elde edilen pik alanlarinin ortalamasi, Standart sapmasi ve bagil sapmasi

hesaplandi.

Tekrarlanabilirlik i¢in, Vitamin E’nin 0.01, 0.025, 0.05 mg/mL
derigimlerde ¢ozeltileri hazirlandi. Bu numuneler birbirini takip eden 3 gin
icerisinde 3’er kez HPLC’ye enjekte edildi. Elde edilen pik alanlarina karsilik gelen

derisimlerin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon katsayisi hesaplandi.
3.2.8.4. Ozgunliik ve Segicilik

Etken madde igermeyen, yalnizca vitamin E igeren, hem vitamin E hem
diger lipozom bilesenleri igeren ¢ozeltiler hazirlanarak analiz sonuclarinin
karsilagtirilmast yapildi. Ayrica kullanilan mobil faz enjekte edilerek analiz

sonuclar elde edildi.
3.2.8.5. Duyarhlik ve Saptama Sinir1

Duyarlilik ve saptama smir1 Bolim 3.2.2.5° te belirtildigi gibi

hesaplanmistir.



3.2.9. Vitamin E Cozunarluk Testi

Vitamin E’nin in vitro ¢alismalarda kullanilacak olan reseptor ¢ozeltisi
igindeki ¢oziinilirliiglinii hesaplamak igin, vitamin E’nin PBS ¢ozeltisi ve HCO-
60:ethanol:PBS (2:20:78, h/h/h) ¢6zeltisi hazirlandi. 30 ml ¢ozelti iginde 1 g aktif
bilesen, bir manyetik karistiricida 1 saat boyunca 25°C'de 150 rpm'de karistirildi.
Ucg paralel ¢oziiniirliik ¢alismas1 yapildi. Numuneler 0.22pm filtreden siiziilerek 1

ml numune alindi, numuneler 3.2.8 yontemi ile analiz edildi.
3.2.10. Etken Maddelerin Huicre Kulttrd Toksisite Testi

MTT testi, suda ¢oziiniir sart boya MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir]'iin mitokondriyal rediiktazin etkisiyle ¢dziinmeyen mor
bir formazana doniistiiriilmesini igerir. Formazan daha sonra ¢oziindiiriiliir ve
konsantrasyon 570 nm'de optik yogunluk ile belirlenir. MTT testi, kuyu basina
~106 hiicreye kadar miikemmel dogrusalliga sahip hassas bir testtir (263).

MTT substrati fizyolojik olarak dengeli bir c¢ozelti i¢inde hazirlanir,
kalturdeki hicrelere genellikle 0.2 - 0.5 mg/ml'lik bir konsantrasyonda eklenir ve
1 ila 4 saat inkiibe edilir. Formazan miktar1 bir plaka okuyucu kullanilarak 570
nm'de absorbanstaki degisiklikler kaydedilerek Olgiiliir. Boya absorbans miktari

canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir (263)

Aktif metabolizmaya sahip canli hiicreler, MTT'yi maksimum 570 nm'ye
yakin bir absorbans ile mor renkli bir formazan {iriiniine dontstiiriir (Sekil 3-1).
Hiicreler o6ldiigiinde, MTT'y1 formazana doniistiirme yeteneklerini kaybederler, bu
nedenle renk olusumu sadece canli hiicreler i¢in kullanisli ve uygun bir isaret

gorevi gorir (263).

MTT tetrazolyumun formazan iiriinii, hiicre ylizeyinin yakininda ve kiiltiir
ortaminda birikmenin yani sira, hiicrelerin i¢inde ¢ézlinmeyen bir ¢okelti olarak
birikir. Formazan, absorbans okumalarin1 kaydetmeden once ¢oziindiiriilmelidir.
Formazan iirliniinii ¢6ziindiirmek, rengi stabilize etmek ve buharlagsmay1 6nlemek
icin asitlestirilmis izopropanol, DMSO, dimetilformamid, SDS ve deterjan ve

organik ¢ozlici kombinasyonlari kullanilabilir (263).
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Sekil 3-1: MTT reaksiyonunun kimyasal gosterimi (263)

Testte L-929 (fare fibroblast hiicreleri) hiicrelerinin canliliklar1 24 saat

izlendi.

Resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E i¢in MTT testi uygulandi. Amag,
hiicrelerden gecis calismasini yapacagimiz formiilasyonlart olusturan etkin ve
yardimc1 maddeleri, hiicreler canli kalacak sekilde, maksimum hangi miktarlarda
kullanabileceginin goriilmesidir. Lipozomda kullanilacak lipitlerin hucrelere
etkisini gormek icin etken madde icermeyen, sadece soya lesitini ve kolesterolden

olusan lipozomlar hazirlandi ve MTT testine tabi tutuldu.

Test numuneleri: Lipozomlar ve aktif maddeler (Resveratrol, koenzim Q10,
vitamin E) DMEM ile %10, %S5, %1 ve %0.1 konsantrasyonlarinda seyreltildi.

Numuneler, 0.22 pm’lik tek kullanimlik membran filtrelerden suzuldi.
Deney yapilincaya kadar +4°C“de saklandi. Test igin 37°C’ye getirildikten sonra
kullanildi.

Hucreler kiiltiir kaplarinda (96 kuyucuklu) Uretildi. Her bir kuyucuga 100
pL DMEM eklenerek kuyucuklar 24 saat 37°C’de karbondioksitli etiivde
bekletildi. Her grup hiicre igin sadece DMEM igeren (baska hicbir madde
icermeyen) kontrol gruplari hazirlandi. Daha sonra kaplar bosaltildi. Farkli
konsantrasyonlarda test maddelerinin DMEM igerisindeki 100 pL cozeltileri
kuyucuklara eklendi ve 37°C’de CO2’li etlivde 24 saat boyunca bekletildi. 24 saatin
sonunda kaplarin igerigi bosaltildi. Tiim kuyucuklara taze DMEM (100 pL) ve



MTT c¢ozeltisi (13 pL) eklendi. Kiiltiir kaplar1 aluminyum folyoyla sarildi. 37°C’de
3 saat CO’li etiivde bekletildi. 3 saatin ardindan kaplar etiivden ¢ikarilip bosaltild.
kuyucuklara DMSO (100’er pL) eklendi. Olusan mor renk spektrofotometrik
olarak 570 nm’de gorildi. Ardindan 450 nm'de hiicrelerin absorbansi mikroplaka
okuyucu (Biorad-iMark) yardimiyla 6lgiildii. Absorbans degerlerinden hareketle
farkli derigsimlerde canli hiicrelerin orani tayin edildi. Bu degerlerden hareketle %

canlilik hesaplar1 yapildi.

Sitotoksisite analizinin tamami ii¢ kopya seklinde gerceklestirildi. Her
konsantrasyon igin hiicreler dort ayr1 kuyuya ekildi. Testin giivenirliligini arttirmak

adina kuyu basina ii¢ okuma yapildi. Hiicre canliligi Denklem 3-4 ile hesaplandi.

% Canlilik = [(AbSOI'banSOmek * 100) / AbsorbanSHUcre kontrol]

(3-4)(269)

3.2.11. in vitro Calismalarda Kullamlan Formilasyonlar

In vitro gecis calismalarinda 5 farkli formulasyon kullanildi. Formiilasyon
iceriklerinde kullanilacak resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E miktarlart MTT
testi sonuglart gbz Oniine alinarak belirlendi. Gegis ¢alismalarinda kullanilan

formdulasyonlar:
a.  Resveratrol iceren lipozom (RSV-Lipo)
b.  Koenzim Q10 iceren lipozom (CoQ10-Lipo)
c.  Vitamin E iceren lipozom (VitE-Lipo)

d.  Resveratrol, Koenzim Q10 ve Vitamin E igeren lipozom (RSV-
CoQ10-VitE-Lipo)
e.  Resveratrol, Koenzim Q10 ve Vitamin E igeren konvansiyonel krem

(RSV-CoQ10-VitE-Krem)

3.2.12. in vitro Cahsmalarda Kullanilan Formiilasyonlarin

Hazirlanmasi



Tez caligmasinda, Resveratrol, Koenzim Q10 ve Vitamin E igeren
lipozomlar kullanildi. Lipozomlar, fosfolipit olarak soya lesitini ve stabilite artirict

olarak kolesterol kullanilarak Bangham film yéntemi hazirlandi.
3.2.13. Aktif madde icermeyen lipozomlarin hazirlanmasi

Lipozom hazirlanmasinda; lesitin, lipozomlarda en yaygin olarak
uygulanan fosfolipid olmasi, dogal olmasi, notr yiiklii olmasi, inert bir madde

olmas1 ve ekonomik olmasi nedeniyle tercih edilmistir.

Lipozom hazirlanirken kullanilan daha yiiksek fosfolipid konsantrasyonu,
daha fazla vezikiil olusmasini, boylece daha fazla etken madde tutulmasini
saglamaktadir. Ancak lesitin konsantrasyonu ¢ok yiiksekse, kapsiilleme verimliligi
azalabilmektedir. Bunun icin en uygun lesitin — kolesterol konsantrasyonunu
belirlemek énemlidir (216).

En uygun formiilasyonun belirlenmesi i¢in farkli soya lesitini: kolesterol
konsantrasyonlarina sahip bos lipozom formiilasyonlar1 ince film hidratasyon

yontemiyle asagidaki sekilde hazirlanmastir:

Soya lesitini ve kolesterol, kloform-metanol (2:1) karisimi i¢inde cam
balonda ¢oziindiiriildii. Ardindan organik ¢oziculer, balonun duvarinda muntazam,
ince bir lipid filmi elde etmek i¢in 44°C’de vakum buharlastiric1 (Rotavapor-R, W.
Buchi, Flawil Schweiz) ile ortamdan uzaklastirildi. Biriken lipit filmi, uygun
hacimde su (¢ift damitilmis) ile hidrate edildi. Slspansiyon, vorteks ile 5 dk
calkalandi ve sonra 15 dk ultrasonik banyoda bekletildi. Ardindan vezikiil
boyutunu kiglltmek icin 10 dk prob sonikatdrle sonikasyona tabi tutuldu. Son
olarak, hazirlanan lipozomal dispersiyonlar, herhangi bir yapisal kusuru

engellemek icin oda sicakliginda saklandi.

Hazirlanan bos lipozomlar partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyeli acisindan degerlendirildi. Analiz sonuglarina gore belirlenen en uygun
soya lesitini: kolesterol konsantrasyonuna sahip lipozom formiilasyonu tekrar ayni

yontemle hazirlanarak sonuglarin tutarliligi kontrol edildi.

En uygun soya lesitini: kolesterol konsantrasyonu secildikten sonra, aktif

maddelerin enkapsiilasyon ¢alismalar1 i¢in lipozomlar hazirlandi.



3.2.13.1. Resveratrol iceren Lipozom Hazirlanmasi

Lipozomlar, fosfolipit olarak soya lesitini, stabilite artirici olarak kolesterol
kullanilarak Bangham film ydntemi ile hazirlandi. Soya lesitini: kolesterol armut
tipli cam balona konuldu. Balona aktif madde ilave edildi. Kloform-metanol (2:1)
karigimi eklenerek maddelerin ¢oziinmesi saglandi. 44°C’de rotavaporda organik
¢ozlculer ucuruldu. Kuru lipit film elde edildi. Elde edilen kuru lipit film uygun
hacimde su (¢ift damitilmis) ile hidrate edildi. Vorteks ile 5 dk calkalandi, 15 dk
ultrasonik banyoda bekletildi. 10 dk prob sonikatérle sonikasyona tabi tutuldu.

Hazirlanan lipozom siispansiyonu, oda sicakliginda saklandi.
3.2.13.2. Koenzim Q10 iceren Lipozom Hazirlanmasi

Lipozomlar, aktif madde olarak koenzim Q10 kullanilarak Yontem
3.2.13.1°deki sekilde hazirlandi.

3.2.13.3. Vitamin E iceren Lipozom Hazirlanmasi

Lipozomlar, aktif madde olarak vitamin E kullanilarak Yontem
3.2.13.1°deki sekilde hazirlandi.

3.2.13.4. Resveratrol, Koenzim Q10 ve Vitamin E iceren lipozom

hazirlanmasi

Lipozomlar, fosfolipit olarak soya lesitini, stabilite artiric1 olarak kolesterol
(Ch) kullanilarak Bangham film yontemi ile hazirlandi. Etken maddeler lipofilik
olduklarindan yag fazina eklendi. Soya lesitini: kolesterol armut tipli cam balona
konuldu. Balona resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E ilave edildi. Kloform-metanol
(2:1) karisimi eklenerek maddelerin ¢6ziinmesi saglandi. 44°C’de rotavaporda
organik ¢oziculer ucuruldu. Kuru lipit film elde edildi. Elde edilen kuru lipit film
uygun hacimde su (¢ift damitilmis) ile hidrate edildi. Vorteks ile 5 dk calkalandi,
15 dk ultrasonik banyoda bekletildi. 10 dk prob sonikatorle sonikasyona tabi

tutuldu. Hazirlanan lipozom siispansiyonu, oda sicakliginda saklanda.



3.2.13.5. Resveratrol, Koenzim Q10 ve Vitamin E iceren Krem

Hazirlanmasi

Etken maddelerin lipozom icerisine kapstllenmesinin in vitro gegise
etkisini karsilastirmak amaciyla resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E iceren bir

su i¢inde yag emiilsiyonu hazirlandi.

Tablo 3-4: Krem formiilasyonu icerigi

icerik % k/h
Resveratrol 1
Koenzim Q10 1
Vitamin E 1
Balmumu 10
Badem yag 50
Parafin 5
Balik nefsi 5
Boraks 3
Metil paraben 0,1
Distile su 23,9

Balmumu, parafin ve balik nefsi su banyosunda eritildi. Badem yagi ilave
edildi ve 70 °C'ye 1sitildi. Boraks ve metil paraben suda ¢oziildii. 70 °C'ye 1s1tild1.
Her iki faz da 70 °C'ye geldikten sonra sulu faz erimis yag fazina karistirarak
yavas¢a eklendi. Krem, siirekli karistirilarak yavasga sogumaya birakildi.
Soguduktan sonra etken maddeler eklendi ve iyice karigtirildi. Etken maddelerin

krem igerisinde iyice karigsmasi i¢in formiilasyon homojenizatorle 5 dk karistirildi.

3.2.14. in vitro Cahsmalarda Kullanilan Lipozomlarin

Karakterizasyonu

Hazirlanan lipozomlarin karakterize edilmesi amacuyla, partikiil biiytikliigi
ve dagilimi, zeta potansiyeli, lipozom icine hapsedilen resveratrol, koenzim Q10

ve vitamin E miktarlar1 incelendi.



3.2.14.1. Lipozomlarin Partikiil biiyiikliigii, Partikiil boyutu Dagilimi
ve Zeta potensiyel Analizi

Lipozomlarin karakterizasyonunda temel kriterlerden biri boyut ve boyut
dagilimmin belirlenmesidir. Dinamik 1s1k sa¢ilimi (DLS), lipozom boyutunu,
polidispersiteyi ve zeta potansiyelini (yiizey yiikii) belirlemek i¢in en yaygin
kullanilan yontemdir. DLS, rutin analizler i¢in basit, hizli ve giivenilir bir yontem
olmasmmin yani sira, nanometreden mikrometreye c¢ok c¢esitli boyutlar

degerlendirmek dahil olmak iizere bir¢ok avantaj sunar (233).

Polidispersite indeksi, partikiil biyiikligi dagilimlimimin bir 6lgiistidiir.
Kabul edilebilir bir polidispersite indeksi 0,7'nin altinda bir degere sahip olmalidir
(264).

Hem bos hem de etken madde yiklu lipozom formiilasyonlarmin partikl
boyutu, PDI ve zeta potansiyel analizleri bilgisayarh bir partikiill boyutu ve zeta
potansiyel 6l¢lim cihazi (Malvern Zetasizer-Nano ZS, Malvern, ABD) kullanilarak
DLS teknigi ile belirlendi. Olgiimler 25+2°C ve sacilma agist 90° olarak
yapilmustir. Ortalama degerler, tekrarlanan 3 Glglimiin okumalarinin ortalamasi

hesaplanarak belirlendi.

Olciimler, aletin kiivet sisteminde az miktarda lipozomun bidistile su iginde

dagitilmasiyla elde edilen dispersiyon kullanilarak yapildi.

Hazirlanan lipozomlarin parcacik biiyiikligi ve dagiliminin zamanla ve

sicaklikla degisip degismedigi stabilite calismalarinda incelendi.
3.2.14.2. Lipozomlarin Sekli

Hazirlanan lipozomlarin sekli taramali elektron mikroskobu (SEM, Carl

Zeiss EV0O40) ile gozlendi.
3.2.14.3. Lipozomlarm pH Olciimii

Lipozomlarin pH o6l¢iimleri, bir masaiistii pH metre (WTW pH 3110,
WTW, Almanya) kullanilarak yapildi. Tim Olglimler ii¢ kez tekrarlandi ve

ortalama degerler ve standart sapma hesaplandi.

3.2.14.4. Lipozomlarin Kapsiilleme Verimliligi Tayini



Lipozomal vezikiiler sistemlerin kapsiilleme verimliligi (EE), ultrasantrifiij
yontemiyle belirlendi. Enkapsiilasyon etkinligini belirlemek i¢in 0.5 ml lipozom,
distile su ile seyreltildi ve Allegra X-30R santriflij (Beckman Coulter, ABD) ile 45
dakika 16.000g hizda santrifiij edildi. Siipernatandan alinan numuneler miktar
tayini ¢alismalarinda kullanildi. Resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E miktarlar
HPLC ile tayin edildi. Lipozomlar igine hapsedilen T aktif bilesenin toplam
miktari, C sadece siipernatanda tespit edilen aktivite miktar1 olmak iizere,

lipozomun etken maddeyi tutma kapasitesi Denklem 3-5 ile hesaplandi.

T
0 RE =

x 100

(3-5) (232)

3.2.15. Lipozomlarm Hucre Kultird Toksisite Testi

Sitotoksisite analizi, hiicre ekiminden, aktif materyallerin (resveratrol,
koenzim Q10, vitamin E) ve yeni gelistirilen resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin
E yiiklii lipozom formiilasyonlarinin eklenmesi, bu karisimla inkiibe edilmesi ve

inkiibasyonun sonunda MTT soliisyonunun eklenmesinden olugmaktadir.

Bos ve etkin madde yiiklii lipozom formiilasyonlarun sitotoksisite testi

Boliim 3.2.10°da anlatildig: gibi yapilmustir.
3.2.16. Lipozom Formiilasyonlarina Ait Stabilite Calismalari

Hazirlanan lipozomlarin 6lgulen partikil biytikligi ve dagilhim ile zeta
potansiyellerinin zamanla degisimini incelemek icin farkli ti¢ sicaklikta (4°C,
25°C, 40°C) bekletilen formiilasyonlarin 0, 7, 30, 60, 90, 180. glnlerde partikl

biiyiikliigii ve dagilimu ile zeta potansiyelleri 6lctlda.
3.2.17. Lipozom Formiilasyonlarinda Resveratrol Miktar Tayini

Resveratrol, lipozomlardan Bo6lim 3.2.2°de anlatildign gibi HPLC
yontemiyle, 0,7,30, 60, 90, 180. glinlerde tayin edildi.

3.2.18. Lipozom Formiilasyonlarinda Koenzim Q10 Miktar Tayini



Koenzim Q10, lipozomlardan BOlim 3.2.5’te anlatildigi gibi, HPLC
yontemiyle 0,7,30, 60, 90, 180. giinlerde tayin edildi.

3.2.19. Lipozom Formiilasyonlarinda Vitamin E Miktar Tayini

Vitamin E, lipozomlardan Bolum 3.2.8°de anlatildigi gibi HPLC
yontemiyle 0,7,30, 60, 90, 180. gunlerde tayin edildi.

3.2.20. In vitro Gegis Calismalar

Lipozomlarda tutulan resveratrol, koenzim Q10, vitamin E’nin in vitro
difiizyon testi yar1 otomatik Franz difiizyon sistemi (PermeGear V6-CB-02 Franz
Cell) kullanilarak yapildi. Hiicrelerin sicakligi, 37°C'de sirkiilasyonlu bir su
banyosu ile sabit tutuldu. Verici ve alict hiicreler arasinda kullanilan membran
olarak sellloz asetat (0,45 pum) kullanildi. Membran 6rnekleri kullanimdan 6nce
2 saat reseptor ¢ozeltisinde bekletildi. Reseptér soliisyonu olarak HCO-
60:etanol:PBS (2:20:78, h/h/h) ¢ozeltisi kullanildi.

Gegis calismasi, verici ve alici hiicreler arasinda membran olarak domuz
derisi kullanilarak aynmi1 kosullarda tekrar gerceklestirildi. Domuz derisi ile
gerceklestirilen in vitro gecis caligmalarinda Franz diflizyon hiicreleri kullanildi.
Domuz derisi, insan derisine benzer ozellikler gosterdigi icin tercih edilmistir.
Domuz derisi, 30-140 um epidermis kalinligina sahip oldugundan, 50-120 um
kalinligina sahip insan epidermisi yerine gecis c¢alismalarinda siklikla
kullanilmaktadir (249). Calismada kullanilan domuz derileri bir kesim evinden
tedarik edilmistir. Alman deri ilk olarak soguk su ile yikandi, ardindan yag
tabakalar1 temizlendi. Daha sonra deri yaklasik 800 pm kalinhiginda diizgiin
pargalara ayrildi. -70°C’de muhafaza edildi. Kullanmadan 6nce dondurucudan
cikarilarak oda sicakliginda bir siire bekletildi, ardindan 30 dakika reseptor
cozeltisi icerisinde bekletildi, Franz difiizyon hiicrelerine yerlestirildi. Difiizyon
hiicrelerine yerlestirilen deri pargalarinin stratum corneum bdliimindn Ustte
kalmasina ve yerlestirilirken arada hava boslugu kalmamasma dikkat edildi.
Deriler hiicrelere yerlestirildikten sonra disarida kalan boliimler kesildi. Su
banyosu 37°C’ye ayarlandi. Sistemde denge saglanmasi amaciyla 30 dakika
beklendi. Aktif bilesenlerin membrandan salimi incelendi. Hiicrenin reseptor

kisminin hacmi 11 ml idi ve reseptdr soliisyonu bir manyetik karistirma ¢ubugu ile



stirekli olarak karigtirildi. Oklusif kosul saglamak amaciyla hiicrelerin iizeri
parafilm ile kapatildi. Ortam sicaklig1 37°C’de tutuldu, sabit hizda karistirma deney
siiresince devam etti. Dondr faz olarak, 2’ser ml resveratrol iceren lipozom,
koenzim Q10 iceren lipozom, vitamin E iceren lipozom, resveratrol-koenzim Q10-
vitamin E lipozomu ve resveratrol-koenzim Q10-vitamin E krem kullanildi. 1, 2,
4, 8, 12, 24, 48 saat sonra reseptor solisyonundan 1 ml 6rnekler alinarak etken
madde miktar tayini HPLC ile yapildi. Alinan 6rnegin yerine ayni sicaklik ve
hacimde reseptor faz eklendi. Olgtimler (¢ paralel olarak yapildi. Reseptdr fazdan
alian ornekler 0,22 um gozenek boyutlu bir filtreden stiziilerek, HPLC siselerine

alindi. Numunelerdeki etken maddelerin miktart HPLC yontemleri ile analiz edildi.
3.2.21. Antioksidan Etki Tayini

Gelistirilen lipozom formiilasyonlarindan in vitro salim sonunda tayin

edilen etken madde miktarlar1 belirlenmis ve antioksidan etkisi tayin edilmistir.

Antioksidan  aktivite icin DPPH® radikal stpurucu  aktivite

spektrofotometrik olarak ol¢tilmiistiir.

Dogal veya sentetik bilesiklerin DPPH siipiiriicii etkileri 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil stabil radikalinin mor renginin giderilmesiyle tayin edilir. Bu
yontemde, bilesiklerin DPPH radikaliyle olusturduklar1 renk, 517 nm’de 6l¢iiliir.
Ardindan standart madde ile karsilastirilir. Bir hidrojen atomu verebilecek bir
madde ve DPPH ¢ozeltisi karistirildiginda, mor renk kaybolur ve indirgenmis
forma dontistir. DPPH radikali ve antioksidan molekiil arasinda reaksiyon Sekil 3-

6’da gosterildigi gibi gerceklesir (265).
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Sekil 3-2: DPPH ile antioksidan molekiil arasindaki reaksiyon (265)

DPPH-H, indirgenmis formu ve Re | ilk basamakta olusan serbest radikali
ifade eder. Daha sonra bu radikal, indirgeyici bir molekiil tarafindan indirgenen
(rengi giderilen) ve tiim stokiyometriyi kontrol eden DPPH molekiillerinin sayis1
kadar reaksiyona girer. Bu nedenle yukaridaki reaksiyon doymamis bir maddenin
ya da bir lipidin otooksidasyonu gibi okside edici bir sistem i¢inde gerceklesen

reaksiyonlar i¢in bir temel olusturmaktadir.

500 pL ornek; 1,5 mL 0,1 mM metanolde hazirlandi. Ardindan DPPH*®
cozeltisi ile karistirlldi. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.
Ardindan absorbanslar 517 nm’de okundu. Denklem 3-6 ile inhibisyon ylzdesi

hesaplandi. Analizler ii¢ paralel yapild1 ve ortalama degerler kullanildu.

% inhibisyon = [ (Absorbanskontrol — Absorbanssmek) / Absorbanskontror ] *100

(3-6)(265)

3.2.22. Sonuclarn Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Tezdeki tiim deneyler en az ii¢ tekrarli ve ortalama olarak gerceklestirildi

ve = S.S. (Standart Sapma) degerleri hesaplandi.



3.2.22.1. Aritmetik Ortalama (X )

Bu tez ¢aligmasinda elde edilen verilerin aritmetik ortalamalart Esitlik 3-3

ile hesaplandi.

(3-3)

3.2.22.2. Standart Sapma (SD)

Bu tez ¢alismasinda elde edilen verilerin standart sapmalari Esitlik 3-4 ile

hesaplandi.

\.E(.'\'l - {):

n—1

(3-4)
n: Ornek sayis1 (6rnek sayis1 30°dan kiigiik oldugunda n-1 olarak kullanildr)

xi : Ornek numarasi

% : Ornek ortalamast

3.2.22.3. Bagil Standart Sapma

Bu tez calismasinda elde edilen verilerin bagil standart sapmasi Esitlik 3-5

ile hesaplandu.

SD
% RSD = — 100
X

(3-5)



3.2.22.4. Glven Arah@

Bu tez galigsmasinda elde edilen verilerin giiven araligi (GA) Esitlik 3-6 ile

hesaplanda.

S5
V)

(3-6)

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

Bu tez calismasinda ikiden fazla bagimsiz ortalamalar arasindaki
farkliliklar1 test etmek i¢in ANOVA testi kullanildi. Iki grup arasindaki P (olasilik)
degeri P<0,05'ten kiiciik ise aradaki fark istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



Aps.

4. BULGULAR

Bu bélimde 3.Boliim’de yapilislar1 anlatilan ¢alismalar sonucu elde edilen
veriler tablolar ve grafikler halinde sunulmustur. Tablolardaki “’n’’ degerleri, in
vitro ¢caligsmalarda yapilan paralel deney sayisin1 gostermektedir. Yapilan deneyler
sonucu elde edilen degerlerle, ortalama, standart sapma (S.S), bagil sapma (B.S) ve
% 95 olasilikli giiven seviyesi ( G.S) degerleri hesaplanmis, sonuglar tablo ve

grafiklerde gosterilmistir.
4.1. Resveratrole Ait Calismalarla ilgili Bulgular
4.1.1. UV Spektrumuna Ait Bulgular

Resveratrolin UV spektrumu Sekil 4-1’de gosterilmistir. Dalga boyu
taramasi sonucunda resveratrolun maksimum dalga boyu verdigi absorbansin

(Amax) 306 nm oldugu goriildii.

0,380 T T -

0.300 .

0.200[- o N 4

0100 i

0.000f B I M of

-0.100F —

0119 L - ! — -
23380 25000 300.00 350.00 400.00 448,79
nm

Sekil 4-1: Transresveratrole ait 200-300 nm arasi dalga boyu taramasi



4.1.2. HPLC Yontemiyle Resveratrol Miktar Tayini Yonteminin

Validasyonuna Ait Bulgular

Resveratrol HPLC’ye enjekte edildiginde elde edilen pik Sekil 4-2’de

gorulmektedir.
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100000~ | |

o | IPDAMuKI
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min
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Sekil 4-2: Transresveratrole ait HPLC kromatogrami

4.1.2.1. Dogrusallik

Calismalar, BOlum 3.2.2.1°de anlatildigi gibi yapildi. Hesaplanan pik
alanlarina karsilik konsantrasyonlar grafige gecirildi. En kuiguk kareler yontemine
gore degerlendirilip, standart dogru denklemi bulundu ve dogrusalligi kanitlandi.
Kullanilan konsantrasyon araliginda, kalibrasyon egrisinin y = 146268045,8806x -
7886,8289 dogrusal bir regresyon denklemi ve R* = 0,9999 kare korelasyon
katsayisi irettigi gosterilmistir. Elde edilen konsantrasyon pik alani grafigi Sekil
25’te verilmistir. Dogrusallik i¢in genel kabul kriteri 0,998 veya daha yiiksek bir
korelasyon katsayisidir. Bu nedenle, trans-resveratroliin kalibrasyon egrisinin
0.9999 korelasyon katsayisi (R?) ile dogrusaldir, test edilen aralikta dogrusallik

gostermektedir.
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Sekil 4-3: Resveratrolin HPLC yontemiyle elde edilen kalibrasyon grafigi
(n=3)

4.1.2.2. Dogruluk ve Geri Kazamim

Caligsmalar Bolim 3.2.2.2°de anlatildigi gibi yapildi. Sonuglar Tablo 4-

1°de verilmistir.

Tablo 4-1: Resveratrolin geri kazanim ile hesaplanan miktarlar (n=3)

Resveratrol Miktar: (%) Konulan Konsantrasyon Bulunan Konsantrasyon Geri Kazanim
(mg/ml) (mg/ml) (%)
%5 -1 0,00100 0,00096 96,276
%5 -2 0,00100 0,00096 96,273
%5 -3 0,00100 0,00096 95,794
%0100 -1 0,02000 0,01952 97,594
%100 -2 0,02000 0,01954 97,704
%0100 -3 0,02000 0,01953 97,640
%150 -1 0,03000 0,02930 97,674
%150 -2 0,03000 0,02929 97,645
%150 -3 0,03000 0,02922 97,386
Ortalama 97,110
S.S 0,765
RSS 0,787
Giiven Sinir1 0,588

Giiven Araligi 96,522 - 97,697




Hesaplanan konsantrasyonlar ve geri kazanim yiizdeleri Tablo 4-1'de
gosterilmistir. Hesaplanan ortalama geri kazanim miktarlari, kabul edilebilir olarak kabul
edilen %90-110 araligindadir.

4.1.2.3. Kesinlik

Calismalar BOlum 3.2.2.3’te anlatildigi gibi yapildi. Sonuglar Tablo 4-2 ve
Tablo 4-3’te verilmistir.

Resveratrol icin deney i¢i kesinlik sonuglar1 Tablo 4-2°de gosterilmistir. % Bagil

sapma %2.0’dan kiiciiktiir.

Tablo 4 - 2: Resveratrollin deney i¢i kesinlik sonuclari

Ornek No Resveratrol Cozeltisinin Derisimi Bulunan  Resveratrol  Cozeltisi
(mg/mL) Derisimi(mg/mL)

1 0.02 0,02006

2 0.02 0,02020

3 0.02 0,01914

4 0.02 0,01884

5 0.02 0,01902

6 0.02 0,01880

Ortalama 0.02 99,7

S.S 0,73

B.S 0,73

+Glven sinir1 0.77

Giiven arahg 98.9-100.4

Resveratrolin deneyler arasi kesinlik sonuglar1 Tablo 4-3’te gosterilmistir.
Varyasyon katsayilar1 %2'den kiigiik oldugu i¢in kullanilan yontemin tekrarlanabilir

oldugu sonucuna varilmstir.



Tablo 4 - 3: Resveratrolin deneyler arasi kesinlik sonuclar:

Derisim(mg/mL)
Numune 0.001 0.01 0.02
Alan Alan Alan
1 150503 1448546 2918767
2 150480 1448408 2915055
3 149351 1450541 2918032
ORT 150111 1449165 2917285
S.S 659 1194 1966
Varyasyon Katsayisi 0,44 0,08 0,07
N 3 3 3

4.1.2.4. Ozgunlik ve Segicilik

Calismalar bolim 3.2.2.4°te anlatildig1 gibi yapildi. Trans-resveratrol icermeyen
lipozom formiilasyonunun HPLC absorbansi, bos bir okuma olarak olciildi.
Resveratroliin pik verdigi dalga boyunda, resverfatrol ile ayn1 zamanda bos lipozom,
koenzim Q10 ve vitamin E’nin pik vermedigi gosterildi. YOntemin resveratrol tayinine
uygun olduguna karar verildi. Bu yontemin trans-resveratrol analizi i¢in 6zel oldugu
bulunmustur, ¢iinkii trans-resveratrol egrisinde diger maddelerin pikleri ile cakisan
baska pikler yoktur. Diger bir deyisle resveratrol piki spesifiktir. Sekil 4-4’te
resveratroliin pik verdigi dalga boyunda resveratrol ile ayni zamanda mobil faz, bos

lipozom, koenzim Q10 ve vitamin E’nin pik vermedigi gorulmektedir.
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Sekil 4-4: Resveratroliin pik verdigi dalga boyunda a) mobil faz, b) bos lipozom, ¢) koenzim
Q10 ve d) vitamin E’ye ait kromatogramlar

4.1.2.5. Duyarhhk ve Saptama Sinir1

Hesaplar bolim 3.2.2.5°te verilen formullere gore yapildi. Analitik yontemin

duyarliligi 0.014 pg/mL, saptama sinir1 0.045 pg/mL olarak bulundu.
4.1.3. Resveratroliin Coziiniirliigiine Ait Bulgular

Resveratroliin pH 7.4'de hazirlanan PBS (fosfat tamponlu salin) icindeki
¢Oziiniirliigl yaklagik 100 pg/ml olarak bulunmustur. Resveratroliin PBS icerisindeki

¢Oziinilirliigli, maddenin lipofilik 6zelliginden dolay1 oldukga diisiiktiir. Franz diflizyon



hlcresi ¢aligmalarinda reseptér kompartmaninda uygun sink kosulunun saglanabilmesi
ve maddenin reseptor ortamina diflizyonunu arttirmak i¢in reseptdr ¢oOzeltisine
¢ozinlrligl arttirct madde (HCO-60) ve etanol eklenmistir. Resveratrolin HCO-
60:etanol:PBS (2:20:78, h/h/h) c¢ozeltisi igerisindeki ¢oziiniirliigii yaklasik olarak

42 mg/ml olarak bulunmustur.

4.2. Koenzim Q10’a Ait Cahsmalarla Tlgili Bulgular
4.2.1. UV Spektrumuna Ait Bulgular

Koenzim Q10’un UV spektrumu Sekil 34‘te gosterilmistir. Dalga boyu taramasi
sonucunda Koenzim Q10’un maksimum dalga boyu verdigi absorbansin (Amax) 275 nm

oldugu goriildii.
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Sekil 4-5: Koenzim Q10’a ait 200-300 nm aras1 dalga boyu taramasi

4.2.2. HPLC Yontemiyle Koenzim Q10Miktar Tayini

YontemininValidasyonuna Ait Bulgular

Koenzim Q10 HPLC’ye enjekte edildiginde elde edilen pik Sekil 4-6’da

gorulmektedir.



mAU
PDA Muilti 1

7.285 /1606416

100
50

0 - ==

0.0 2.5 5.0 75
min
1 PDA Multi 1/275nm 4nm

Sekil 4-6: Koenzim Q10 piki

4.2.2.1. Dogrusallik

Calismalar, Bolim 3.2.5.1°de anlatildig1 gibi yapildi. Hesaplanan pik alanlarina
karsilik konsantrasyonlar grafige gecirildi. En kicik kareler yontemine gore
degerlendirilip, standart dogru denklemi bulundu ve dogrusalligi kanitlandi. Kullanilan
konsantrasyon araliginda, kalibrasyon egrisinin y = 5340844,6018x + 8983,1355
dogrusal bir regresyon denklemi ve R*> = 1,0000 kare korelasyon katsayisi iirettigi
gosterilmistir. Elde edilen konsantrasyon pik alani grafigi Sekil 4-7°de verilmistir.
Dogrusallik i¢in genel kabul kriteri 0,998 veya daha yiiksek bir korelasyon katsayisidir.
Bu nedenle, koenzim Q10’un kalibrasyon egrisinin 1,0000 korelasyon katsayis1 (R?) ile

dogrusaldir, test edilen aralikta dogrusallik gostermektedir.
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Sekil 4-7: Koenzim Q10’un HPLC ydntemiyle elde edilen kalibrasyon grafigi (n=3)

4.2.2.2. Dogruluk ve Geri Kazamim

Calismalar Bolim 3.2.2.2°de anlatildigr gibi yapildi. Sonucglar Tablo 4-4’te

verilmigtir.

Tablo 4-4: Koenzim Q10’un geri kazanim ile hesaplanan miktarlari (n=3)

Koenzim Q10 Konulan Konsantrasyon Bulunan Konsantrasyon Geri Kazanim (%)
Miktar1 (%) (mg/ml) (mg/ml)
%05 -1 0,00100 0,00098 98,000
%05 -2 0,00100 0,00097 97,000
%05 -3 0,00100 0,00098 98,000
96100 -1 0,02000 0,01965 98,250
96100 -2 0,02000 0,01970 98,500
96100 -3 0,02000 0,01972 98,600
%150 -1 0,03000 0,02950 98,333
%150 -2 0,03000 0,02960 98,667
96150 -3 0,03000 0,02962 98,733
Ortalama 98,23
S.S 0,53
RSS 0,54
Giiven Sinir1 0,41

Giiven Aralig 97,82 — 98,64




Hesaplanan konsantrasyonlar ve geri kazamim yiizdeleri Tablo 4-4'te
gosterilmistir. Hesaplanan ortalama geri kazanim miktarlari, kabul edilebilir olarak kabul
edilen %90-110 araligindadir.

4.2.2.3. Kesinlik

Calismalar BOlim 3.2.5.3” de anlatildig1 gibi yapildi. Sonuclar Tablo 4-5 ve
Tablo 4-6’da verilmistir.

Koenzim Q10 i¢in deney ici kesinlik sonuglar1 Tablo 4-5’te gdsterilmistir. %

Bagil sapma %?2.0’dan kiigiiktiir.

Tablo 4-5: Koenzim Q10’un deney ici kesinlik sonuglari

Ornek No Koenzim Q10 Cozeltisinin Derisimi Bulunan Koenzim Q10 Cozeltisi
(mg/mL) Derisimi(mg/mL)

1 0,3 0,3045

2 0,3 0,30345

3 0,3 0,30354

4 0,3 0,30393

5 0,3 0,30483

6 0,3 0,30327

Ortalama 0,3 0,304

S.S 0,2

B.S 0,2

+Given smir1 0,22

Giiven arahg 101,1-101,5

Koenzim Q10’un deneyler arasi kesinlik sonuglar1 Tablo 4-6’da gosterilmistir.
Varyasyon katsayilart %2'den kii¢iik oldugu i¢in kullanilan yontemin tekrarlanabilir

oldugu sonucuna varilmstir.



Tablo 4-6: Koenzim Q10’un deneyler arasi kesinlik sonuglari

Derisim(mg/mL)
Numune 0.015 0.03 0.15
Alan Alan Alan
1 90541 162740 815935
2 89681 164539 816042
3 89438 165029 815457
ORT 89887 164103 815811
S.S 580 1205 2977
Varyasyon Katsayisi 0,64 0,73 0,04
n 3 3 3

4.2.2.4. Ozgunlik ve Secicilik

Calismalar boluim 3.2.2.4’te anlatildig1 gibi yapildi. Koenzim Q10’un pik verdigi
dalga boyunda koenzim Q10 ile ile ayn1 zamanda mobil faz, bos lipozom ve resveratroliin
pik vermedigi, Vitamin E’nin ise farkli zamanda pik verdigi gosterildi. Yontemin
Koenzim Q10 tayinine uygun olduguna karar verildi. Sekil 4-8’de mobil faz, bos lipozom,

resveratrol ve vitamin E’ye ait pikler gortlmektedir.
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Sekil 4-8: Koenzim Q10’un pik verdigi dalga boyunda a) mobil faz, b) bos lipozom, c)
resveratrol ve d) vitamin E’ye ait kromatogramlar

4.2.2.5. Duyarhhk ve Saptama Sinir1

Hesaplar bolim 3.2.2.5°te verilen formillere gore yapildi. Analitik yontemin
duyarliligi 0.166 pg/mL, saptama sinir1 0.5 pg/mL olarak bulundu.

4.2.3. Koenzim Q10’un Coziiniirliigiine Ait Bulgular

Koenzim Q10’un pH 7.4'de hazirlanan PBS (fosfat tamponlu salin) i¢indeki
¢cOziinlirligli yaklasik 0,195 pg/ml olarak bulunmustur. Koenzim QI10’un PBS
igerisindeki ¢oziliniirliigii, maddenin lipofilik 6zelliginden dolay1 oldukca diistiktiir. Franz
diflizyon hiicresi ¢aligmalarinda reseptdr kompartmaninda uygun sink kosulunun

saglanabilmesi ve maddenin reseptdr ortamina difiizyonunu arttirmak igin reseptor



¢ozeltisine ¢oziiniirliigi arttirct madde (HCO-60) ve etanol eklenmistir. Koenzim Q10’un
HCO-60:ethanol:PBS (2:20:78, h/h/h) ¢ozeltisi igerisindeki ¢oziiniirliigl yaklasik olarak

3 mg/ml olarak bulunmustur.

4.3. Vitamin E’ye Ait Cahsmalarla ilgili Bulgular
4.3.1. UV Spektrumuna Ait Bulgular

Vitamin E’nin UV spektrumu Sekil 4-7’de gosterilmistir. Dalga boyu taramasi
sonucunda Vitamin E’nin maksimum dalga boyu verdigi absorbansin (Amax) 275 nm

oldugu goriildii.
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.

Sekil 4-9: Vitamin E ‘ye ait 240-340 nm aras1 dalga boyu taramasi

4.3.2. HPLC Yontemiyle Resveratrol Miktar Tayini

YdntemininValidasyonuna Ait Bulgular

Vitamin E HPLC’ye enjekte edildiginde elde edilen pik Sekil 4-10’da

gorulmektedir.
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Sekil 4-10: Vitamin E piki

4.3.2.1. Dogrusallik

Calismalar, Bolim 3.2.8.1°de anlatildig1 gibi yapildi. Hesaplanan pik alanlarina
karsilik konsantrasyonlar grafige gegirildi. En kuclUk kareler yontemine gore
degerlendirilip, standart dogru denklemi bulundu ve dogrusalligi kanitlandi. Kullanilan
konsantrasyon araliginda, kalibrasyon egrisinin y = 2029141,3357x + 19180,7447
dogrusal bir regresyon denklemi ve R* = 0,9992 kare korelasyon katsayisi trettigi
gosterilmistir. Elde edilen konsantrasyon pik alani grafigi Sekil 4-11°‘de verilmistir.
Dogrusallik i¢in genel kabul kriteri 0,998 veya daha yiiksek bir korelasyon katsayisidir.
Bu nedenle, trans-resveratroliin kalibrasyon egrisinin 0,9992 korelasyon katsayist (R?) ile

dogrusaldir, test edilen aralikta dogrusallik gostermektedir.
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Sekil 4-11: Vitamin E’nin HPLC yontemiyle elde edilen kalibrasyon grafigi (n=3)

4.3.2.2. Dogruluk ve Geri Kazanim

Calismalar BOlium 3.2.6.4°te anlatildigi gibi yapildi. Sonuclar Tablo 4-7° de

verilmistir.

Tablo 4-7: Vitamin E’nin geri kazamim ile hesaplanan miktarlari (n=3)

Vitamin E Miktar1 (%)

Konulan Konsantrasyon

Bulunan Konsantrasyon

Geri Kazanim (%)

(mg/ml) (mg/ml)

905 -1 0,00100 0,00095 95,000
905 -2 0,00100 0,00097 97,000
%05 -3 0,00100 0,00098 98,000
%100 -1 0,02000 0,01978 98,900
%100 -2 0,02000 0,01972 98,600
%100 -3 0,02000 0,01973 98,650
%150 -1 0,03000 0,02969 98,967
%150 -2 0,03000 0,02968 98,933
%150 -3 0,03000 0,02971 99,033
Ortalama 98,12

S.S 1,34

RSS 1,36

Giiven Sinir1 1,03

Giliven Aralig 97,09 - 99,15




Hesaplanan konsantrasyonlar ve geri kazanim ylizdeleri Tablo 4-7’de
gosterilmistir. Hesaplanan ortalama geri kazanim miktarlari, kabul edilebilir olarak kabul
edilen %90-110 araligindadir.

4.3.2.3. Kesinlik

Calismalar B6lim 3.2.8.3’ te anlatildigi gibi yapildi. Sonuglar Tablo 4-8 ve
Tablo 4-9’da verilmistir.

Vitamin E i¢in deney i¢i kesinlik sonuglar1 Tablo10’da gosterilmistir. % Bagil
sapma %2.0’dan kiiciiktiir.

Tablo 4-8: Vitamin E’nin deney i¢i kesinlik sonuglar:

Ornek No Vitamin E CozeltisininDerisimi Bulunan Vitamin E Cozeltisi
(mg/mL) Derisimi(mg/mL)
1 0,3 0,301
2 0,3 0,304
3 0,3 0,300
4 0,3 0,299
5 0,3 0,299
6 0,3 0,299
Ortalama 0,3 0,300
S.S 0,6
B.S 0,6
+Given siir1 0,65
Giiven arahig 99,4 —100,7

Vitamin E’nin deneyler arasi Kesinlik sonuglari Tablo 4-9°da gosterilmistir.
Varyasyon katsayilart %2'den kiigiik oldugu i¢in kullanilan yontemin tekrarlanabilir

oldugu sonucuna varilmastir.



Tablo 4-9: Vitamin E’nin deneyler arasi kesinlik sonuglari

Derisim(mg/mL)
Numune 0.015 0.030 0.15
Alan Alan Alan
1 44068 77812 345249
2 44531 77730 344678
3 44577 77784 344734
ORT 44392 77775 344887
S.S 282 42 315
Varyasyon Katsayisi 0,63 0,05 0,09
n 3 3 3

4.3.2.4. Ozgunluk ve Segicilik

Calismalar bolim 3.2.8.4’te anlatildigi gibi yapildi. Vitamin E’nin pik verdigi
dalga boyunda bos lipozom, resveratrol ve mobil fazin pik vermedigi, koenzim Q10’un
farkli dakikada pik verdigi gosterildi (Sekil 4-12). Yontemin vitamin E tayinine uygun

olduguna karar verildi.
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Sekil 4-12: a) Koenzim Q10 b) Resveratrol c) Bos lipozom d) mobil faz kromatogramlari

4.3.2.5. Duyarhlik ve Saptama Sinir1

Hesaplar bolim 3.2.2.5°te verilen formillere gore yapildi. Analitik yontemin
duyarlilig1 0,185 pg/mL, saptama sinir1 0,561 pg/mL olarak bulundu.

4.3.1. Vitamin E’nin Coziiniirliigiine Ait Bulgular

Vitamin E’nin pH 7.4'de hazirlanan PBS (fosfat tamponlu salin) ic¢indeki
¢cOziinlirligl yaklasik 20,9 pg/ml olarak bulunmustur. Vitamin E’nin PBS igerisindeki
¢ozlinlirliigli, maddenin lipofilik 6zelliginden dolay1 olduk¢a diisiiktiir. Franz difiizyon
hiicresi ¢aligmalarinda reseptor kompartmaninda uygun sink kosulunun saglanabilmesi

ve maddenin reseptdor ortamia diflizyonunu arttirmak igin reseptor c¢ozeltisine
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¢ozinlrligi arttirct madde (HCO-60) ve etanol eklenmistir. Vitamin E’nin HCO-
60:etanol:PBS (2:20:78, h/h/h) cozeltisi igerisindeki ¢oziiniirliigii yaklasik olarak
20,5 mg/ml olarak bulunmustur.

4.4. Aktif Bilesenlerin Sitotoksisite Testlerine Ait Bulgular

MTT testi Yontem 3.2.10°da belirtildigi sekilde yapilmistir. Etken madde
cozeltilerininuygulandig: L929 fare fibroblast hiicrelerindeki hiicre canliligi Sekil 4-
13’da gosterilmistir. Test sonucu farkli konsantrasyondaki etken madde ¢Ozeltilerinde
(%0,1-10) konsantrasyon arttik¢a, hiicre canliliginda azalma
gorulmektedir. Hicre canliliginin %50 ve fiizerinde oldugu %1 resveratrol %

Koenzim Q10 ve % 1 Vitamin E iceren ¢dzelti uygun konsantrasyon olarak belirlenmistir.

Aktif Bilesen Cozeltilerinin Toksisitesi
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Sekil 4-13: Farkh konsantrasyonlarda aktif bilesen ¢ozeltilerinin 1.929 fare fibroblast hiicre
hattindakitoksisitesi (n=3)



4.5. Lipozom Formiilasyonlarma Ait Bulgular

4.5.1. Bos Lipozomlara Ait Bulgular

Farkli konsantrasyonlarda soya lesitini: kolesterol i¢eren bos lipozom

formiilasyonlar1 ince film hidratasyon yontemiyle hazirlanmigtir. Hazirlanan lipozom

formiilasyonlarinin partikil boyutu, PDI ve zeta potansiyel degerleri Tablo 4-10’da

gosterilmistir.

Tablo 4-10: Bos lipozomlarin partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyel degerleri

Soya lesitini  Kolesterol Partikul PDI Zeta
(%) (%) boyutu potansiyel
(nm) (mV)
1 2 2 74,62 0,23 -50,5
2 2,25 1,75 78,8 0,275 -46,9
3 2,5 15 79,5 0,28 -48
4 3 1 81,2 0,282 -48
5 3,5 0,5 81,3 0,288 -48,8

Elde edilen veriler 15181nda en uygun soya lesitini: kolesterol konsantrasyonlar1

% 2 soya lesitini ve %2 kolesterol olarak belirlenmis ve bu konsantrasyona sahip

formiilasyon tekrar hazirlanarak partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyeli analizi

gercgeklestirilmistir. Hazirlanan bos lipozomun partikiil boyutu 76,616 nm + 0,03,

polidispersite indeksi 0,231 + 0,01 ve zeta potansiyeli - 50,189 mV * 0,8 olarak

kaydedilmistir.



4.5.2. Aktif Bilesen Iceren Lipozomlara Ait Bulgular

Hazirlanan formilasyonlar Tablo 4-11°de gosterilmistir.

Tablo 4-11: Lipozom formiilasyonlari

Formilasyon Deiyonize  Soya Kolesterol Trans- Koenzim Vitamin

su (%) lesitini (%) resveratrol Q10 (%) E (%)
(%) (%)

Bos lipozom 96 2 2

RSV-Lipo 95 2 2 1

KoQ10-Lipo 95 2 2 1

VitE-Lipo 95 2 2 1

RSV-KoQ10- 93 2 2 1 1 1

VitE-Lipo

4.5.3. Lipozomlarin Karakterizasyonuna Ait Bulgular

4.5.3.1. Bos lipozomlarin Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilimina Ait

Bulgular

Lipozomlarin partikil buyuklukleri Laser Diffraction Particle Sizer cihazi ile
Olculdi. Etken madde icermeyen lipozomlarin partikil biydklikleri 76,2 = 0,01 nm
olarak olgiildii. Hazirlanan lipozomlarin partikil blydkliklerinin zamanla degisip
degismedigini incelemek amaciyla 4, 25 ve 40°C’de saklanan lipozomlarin 0, 7, 30, 60,
90, 180. giinlerde yapilan partikil biiyiikligii 6lgtimlerinin sonuglar: Tablo 4-12 ile Sekil
4-14’da, partikiil biiytikliigii dagilimi sonuglar: Tablo 4-12 ile Sekil 4-15°te gésterilmistir.



Tablo 4-12: Bos lipozomlara ait partikul biiyiikliigii sonuclar:

Zaman (Gun) Ortalama cap(nm) = Ortalamacap(nm)+ Ortalama ¢cap(nm)+

S.5(4°C) S.5(25°C) S.S(40°C)
0 76,2 £ 0,01 76,2 £ 0,01 76,2 0,04
7 80,5+ 0,01 79,5+0,03 82,4 £0,02
30 82,7+0,02 85,2+0,01 85,4 £0,03
60 78,3+0,01 82,6 £ 0,06 83,2+0,03
90 80,2 +0,04 85,4 +£0,01 88,3+0,01
180 84,1+0,03 89,3 0,02 90,1+0,01
100
T 80
g 60
g 20
0
0 7 30 60 90 180
Zaman (Gun)
4eC 252C 40°C
Sekil 4-14: Bos lipozomlara ait partikil biiyiikliigii sonuclari
Tablo 4-13: Bos lipozomlara ait PDI sonuglar:
Zaman PDI (4°C) PDI (25°C) PDI (40°C)
(Gun)
0 0,231+ 0,04 0,231+ 0,04 0,231+ 0,04
7 0,240 £ 0,01 0,246 = 0,02 0,253 + 0,03
30 0,242 + 0,02 0,242 + 0,03 0,259 + 0,02
60 0,255 + 0,02 0,253 + 0,05 0,262 + 0,03
90 0,262 + 0,03 0,267 + 0,04 0,269 + 0,01
180 0,264 + 0,01 0,271 +0,01 0,280 + 0,02
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Sekil 4-15: Bos lipozomlara ait PDI sonuclari

4.5.3.2. Resveratrol Lipozomlarinin Partikul

Biiyiikliigii ve Dagilmina Ait Bulgular

Tablo 4-14: Resveratrol lipozomlarina ait damlacik biiyiikliigii sonuclar:

Lipozomlarin partikul buytklikleri Laser Diffraction Particle Sizer aleti ile
Olglldi. Resveratrol iceren lipozomlarin partikil buydkltkleri 89,02 + 0,04 nm olarak
Olculdii. Hazirlanan lipozomlarin  partikil  bayikliklerinin - zamanla  degisip
degismedigini incelemek amaciyla 4, 25, 40°C’de saklanan lipozomlarin O, 7, 30, 60, 90,
180. giinlerde yapilan partikil biiytikligi 6lctimlerinin sonuglart Tablo 4-13 ile Sekil 4-
16°da, partikiil biiytikliigii dagilimi sonuglar1 Tablo 4-14 ile Sekil 4-17°de gosterilmistir.



Tablo 4-14: Resveratrol lipozomlarina ait partikil biiyiikliigii sonuglari

Zaman (Gun)

Ortalama cap(nm)+ Ortalama ¢ap(nm) Ortalama c¢ap(nm)

S.5(4°C) + S.5(25°C) + S.5(40°C)
0 89,02 £ 0,04 89,02 £ 0,04 89.02 £ 0,04
7 90,34+ 0,03 88,32+ 0,04 91,28 +£0,01
30 89,66 + 0,01 91,03 +£0,02 95,78 £ 0,03
60 90,28+ 0,02 90,64 + 0,05 94,33 £ 0,02
90 92,45 + 0,02 94,54 + 0,03 96,76 £ 0,01
180 95,75+ 0,01 97,30 £ 0,02 98,05 + 0,02
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Sekil 4-16: Resveratrol lipozomlarina ait partikul biiyiikliigii sonuglar:



Tablo 4-15: Resveratrol lipozomlarina ait partikil dagilinm sonuclar:

Zaman (GUn)

PDI + S.S(4°C)

PDI + S.5(25°C)

PDI + S.5(40°C)

0 0,271 £ 0,02 0,271 £ 0,02 0,271 £ 0,02
7 0,280 £ 0,02 0,288 £ 0,01 0,291 + 0,03
30 0,286 =+ 0,01 0,292 + 0,03 0,296 + 0,01
60 0,300 + 0,04 0,295 + 0,05 0,302 + 0,04
90 0,312 £ 0,03 0,307 £ 0,05 0,311+ 0,02
180 0,318 £ 0,01 0,32 +£0,02 0,326 + 0,02
0.35
0.3
0.25
0.2
o
a.
0.15
0.1
0.05
0
0 7 30 60 90 180
Zaman (Gin)
4°C 259C 402C

Sekil 4-17: Resveratrol lipozomlarina ait partikil bityiikliigii dagilin sonuclari

4.53.3. Koenzim Q10 Lipozomlarmmmn Partikiill Bilyiikliigii ve
Dagilimina Ait Bulgular

Lipozomlarin partikil buyikltkleri Laser Diffraction Particle Sizer aleti ile
Olculdi. Koenzim Q10 iceren lipozomlarin partikil biyuklikleri 87,55 + 0,02 nm olarak
Olgildi. Hazirlanan lipozomlarm  partikil  bayukliklerinin - zamanla  degisip
degismedigini incelemek amaciyla 4°C, 25°C, 40 °C’de saklanan lipozomlarin 0O, 7, 30,

60, 90, 180. giinlerde yapilan partikul biyiikligi 6lctimlerinin sonuglar1 Tablo 4-15 ile



Sekil 4-18°da, partikiil biiyikligi dagilimi sonuglar1 Tablo 4-16 ile Sekil 4-19’de

gosterilmistir.

Tablo 4-16: Koenzim Q10 lipozomlarina ait partikul biiyiikligii sonuclar:

Zaman (Gin)

Ortalama cap(nm)

Ortalama cap(nm)

Ortalama cap(nm) *

+5.5(4°C) +5.5(25°C) S.5(40°C)
0 87,55+ 0,02 87,55 0,02 87,55+ 0,02
7 88,45 £ 0,01 90,340 + 0,03 89,35 £ 0,02
30 92,55+ 0,02 91,75+£0,01 92,80 £ 0,03
60 91,33+ 0,02 90,45 £ 0,04 93,77 £ 0,04
90 91,50 + 0,03 92,70 £ 0,01 95,35 + 0,02
180 95,75 + 0,02 97,80 + 0,02 98,20 + 0,01
100
90
£ 80
£
S 70
2 60
X
250
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2 40
2 30
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Sekil 4-18: Koenzim Q10 lipozomlarina ait partikil biiyiikliigii sonuclar



Tablo 4-17: Koenzim Q10 lipozomlarina ait partikil biiyiikliigii dagilinm sonuclar:

Zaman (Gun)

PDI + S.5(4°C)

PDI + S.5(25°C)

PDI + S.S(40°C)

0 0,262 = 0,03 0,262 = 0,03 0,262 +£ 0,03
7 0,260 = 0,02 0,274 £ 0,03 0,279+0,01
30 0,265 + 0,01 0,271 +0,02 0,276 + 0,02
60 0,279 £ 0,05 0,280+ 0,01 0,283 +£ 0,02
90 0,275+0,01 0,288 + 0,02 0,289 + 0,04
180 0,278 £ 0,02 0,290+ 0,01 0,294 +£ 0,01
0.35
0.3 — _ —
E o £ I 3
0.25
_ 02
2
0.15
0.1
0.05
0
0 7 30 60 90 180
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Sekil 4-19: Koenzim Q10 lipozomlarina ait partikil bityiikliigii dagilin sonuclari

4.5.3.4. Vitamin E Lipozomlarinin Partikiil Biiyiikliigii ve
Dagilimina Ait Bulgular

Lipozomlarin partikil buyikltkleri Laser Diffraction Particle Sizer aleti ile
Olculdd. Vitamin E iceren lipozomlarin partikul buyuklikleri 90,45 £ 0,03 nm olarak
Olgildi. Hazirlanan lipozomlarm  partikil  bayukliklerinin - zamanla  degisip
degismedigini incelemek amaciyla 4, 25 ve 40°C’de saklanan lipozomlarin O, 7, 30, 60,
90, 180. giinlerde yapilan partikil biiytkligi 6lgimlerinin sonuglar1 Tablo 4-17 ile Sekil
4-20’de, partikiil biiytikliigii dagilimi sonuglar1 Tablo 4-18 ile Sekil 4-21°te gosterilmistir.



Tablo 4-18: Vitamin E lipozomlarina ait partikul biiyiikliigii sonuclar:

Zaman (Gin)

Ortalama ¢ap (nm)

Ortalama ¢cap (nm)

Ortalama ¢ap (nm)

+ S.5(4°C) + S.5(25°C) + S.5(40°C)
0 90,45 £ 0,03 90,45 £ 0,03 90,45 £ 0,03
7 92,33 £ 0,02 88,38 £ 0,01 91,25+ 0,03
30 89,37 £ 0,04 87,20 £ 0,02 95,35 £ 0,04
60 90,25 £ 0,02 90,03 £ 0,02 93,80 £ 0,02
90 92,75 £ 0,03 91,40£0,01 96,75 £ 0,03
180 95,20 £ 0,01 98,25 £ 0,02 98,33 £ 0,02
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Sekil 4-20: Vitamin E lipozomlarina ait partikil biiyiikliigii sonuglari

Tablo 4-19: Vitamin E lipozomlarina ait partikil biiyiikliigii dagilim sonuglar:

Zaman (Gin)  PDI +S.S(4°C)  PDI + S.5(25°C) PDI + S.S(40°C)

0 0,269 £ 0,02 0,269 £ 0,02 0,269 £ 0,02
7 0,265 £ 0,02 0,272 £ 0,03 0,272+ 0,01
30 0,271+ 0,01 0,271 £ 0,04 0,283 +0,03
60 0,270 £ 0,04 0,280 £ 0,01 0,289 + 0,03
90 0,279 £ 0,02 0,282 + 0,02 0,290 + 0,04
180 0,283 £ 0,03 0,286 + 0,03 0,293 £ 0,02
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Sekil 4-21: Vitamin E lipozomlarina ait partikil bityiikliigii dagilin sonuclari

4.5.3.5. Resveratrol, Koenzim Q10 ve Vitamin E Lipozomlarinin

Partikal Biiyiikliigii ve Dagihmina Ait Bulgular

Lipozomlarin partikil buytklikleri Laser Diffraction Particle Sizer cihazi ile
Olglildu. Resveratrol, Koenzim Q10 ve Vitamin E iceren lipozomlarin partikil
biyuklukleri 95.4 £+ 0.02 nm olarak o0l¢uldu. Hazirlanan lipozomlarin partikiil
buytkluklerinin zamanla degisip degismedigini incelemek amaciyla 4, 25 ve 40°C’de
saklanan lipozomlarm 0, 7, 30, 60, 90, 180. giinlerde yapilan partikil biyiikligi
Olglimlerinin sonuglar1 Tablo 4-19 ile Sekil 4-22°te, partikiil biyiikligi dagilimi
sonuglar1 Tablo 4-20 ile Sekil 4-23’te gosterilmistir.



Tablo 4-20: Resveratrol, Koenzim Q10 ve Vitamin E lipozomlarina ait partikul bityiikligii

sonuclari
Zaman Ortalama ¢cap(nm) + S.S Ortalama cap(nm) £ S.S Ortalama cap(nm) = S.S
(Gln) (4°C) (25°C) (40°C)
0 95.4 £ 0.02 95.4 £ 0.02 95.4 +£0.02
7 98.2+0.01 99.3+0.02 95.3+0.02
30 95.4+£0.03 96.2 +0.01 97.5+0.01
60 96.2 +0.03 97.5+0.02 98.6 + 0.03
90 95.3+0.02 96.4 £ 0.01 100.2 £ 0.02
180 97.1+0.01 98.7£0.03 99.1+0.03
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Sekil 4-22: Resveratrol, Koenzim Q10 ve Vitamin E lipozomlarmna ait partikil biiyiikligii

sonuclari



Tablo 4-21: Resveratrol, Koenzim Q10 ve Vitamin E lipozomlarina ait partikiil biiyiikliigii
dagilimi sonugclari

Zaman (Gin)

PDI + S.5(4°C)

PDI + S.5(25°C)

PDI + S.5(40°C)

0 0,292 £ 0,01 0,292 £ 0,01 0,292 £ 0,01
7 0, 288 £ 0,02 0,298 £ 0,01 0,302 £ 0,02
30 0,290 £ 0,02 0,300 £ 0,03 0,307 £ 0,01
60 0,300 £ 0,01 0,318 £ 0,02 0,323 £0,01
90 0,299 + 0,02 0,321 £ 0,03 0,319 £ 0,04
180 0,305+ 0,03 0,324 £ 0,02 0,325+ 0,02
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Sekil 4-23: Resveratrol, Koenzim Q10 ve Vitamin E lipozomlarina ait partikiil biyiikliigii
dagilim sonuclari

4.5.3.6. Aktif Madde Icermeyen Lipozomlarin Zeta Potansiyel
Olgumlerine Ait Bulgular

Hazirlanan lipozomarin zeta potansiyelleri 0., 7, 30, 60 ve 90, 180.

glnlerde Malvern Zeta Sizer cihazi ile dlguldi.

Bos lipozomlarin zeta potansiyel 6lglimlerine ait bulgular Tablo 4-21 ve Sekil

4-24°te gorulmektedir.



Tablo 4-22: Bos lipozomlara ait zeta potansiyeli sonuglari

Zaman (Gin) Zeta Potansiyeli(imV) £ S.S Zeta Potansiyeli(mV) = Zeta
(4°C) S.S (25°C) Potansiyeli
(mVvV) = SS
(40°C)
0 -50,1+0,5 -50,1+0,5 -50,1+0,5
7 -48,8 +0,9 -473+1,0 -47 + 0,8
30 -47,1 +0,6 -46,5+ 0,6 -453+0,5
60 -45,5 41,0 -40,2 £ 0,5 -42,1+0,6
90 -38,3+0,4 -42,7+0,9 -40,6 +0,6
180 -39,1 +£0,2 -40,3 £0,5 -39,2+0,4
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Sekil 4-24: Bos lipozomlara ait zeta potansiyeli sonuc¢lar:

Ait Bulgular

4.5.3.7. Resveratrol Lipozomlarmmn Zeta Potansiyel Olguimlerine

Resveratrol lipozomlarin zeta potansiyel 6lctimlerine ait bulgular Tablo 4-22
ve Sekil 4-17’de gorilmektedir.



Tablo 4-23: Resveratrol lipozomlarina ait zeta potansiyeli sonuclari

Zaman (Gun)

Zeta Potansiyeli(mV) £ S.S Zeta Potansiyeli Zeta

(4°C) (mV) £ S.S (25°C) Potansiyeli
(mV) £ SS
(40°C)
0 -49,5 +0,9 -49,5 +0,9 -49,5 +0,9
7 -47,7 +0,9 -43,1 +0,9 -47,3 0,5
30 -45,2 +£0,5 -46,5 +0,4 -44,6 +0,5
60 -49,1 +0,5 -40,2 £0,9 -42,7 0,3
90 -42,9 +0,6 -39,3 +0,6 -40,3 +0,2
180 -40,1 +0,4 -38,6 +0,2 -38,4 +0,4
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Sekil 4-25: Resveratrol lipozomlarina ait zeta potansiyeli sonuglari

45.3.8. Koenzim Q10 Lipozomlarimn

Olgumlerine Ait Bulgular

Koenzim Q10

lipozomlarinin zeta

Tablo 4-23 ve Sekil 4-26°da gorulmektedir.

Zeta  Potansiyel

potansiyel o6lclmlerine ait bulgular



Tablo 4-24: Koenzim Q10 lipozomlarina ait zeta potansiyeli sonuclar:

Zaman (Gun) Zeta Potansiyeli(mV) £ S.S Zeta Potansiyeli Zeta

(4°C) (mV) £ S.S (25°C) Potansiyeli
(mV) £ S.S
(40°C)
0 -52,2 +0,4 -52,2 +0,4 -52,2 0,4
7 -48,6 +0,3 -47,1+0,2 -47,5 0,3
30 -45,7 +0,1 -46,5 £0,5 -45,3 £0,4
60 -45,5 +0,5 -43,8 £0,5 -42,2 0,2
90 -41,9 +0,2 -40,6 0,3 -41,6 £0,5
180 -39,9 +0,2 -38,5 0,4 -38,1£0,4
0
0 7 30 60 90 180
-10
>
E 20
g
a .30
S -40
N
-50
-60

Zaman (Gln)

Sekil 4-26: Koenzim Q10 lipozomlarina ait zeta potansiyeli sonuglari

4.5.3.9. Vitamin E Lipozomlarimin Zeta Potansiyel Olguimlerine
Ait Bulgular

Vitamin E lipozomlarinin zeta potansiyel olgtimlerine ait bulgular Tablo 4-24
ve Sekil 4-27’de gorilmektedir.



Tablo 4-25: Vitamin E Lipozomlarina ait zeta potansiyeli sonugclar:

Zaman (Gun)

Zeta Potansiyeli (mV)

Zeta Potansiyeli(mV) Zeta Potansiyeli(mV)

+S.S +S.S (25°C) + S.S (40°C)
(4°C)
0 -46,7 £0,3 -46,7 £0,3 -46,7 +0,3
7 -48,3 £0,2 -47,3 £0,1 -45,8 +0,3
30 -47,1 40,1 -46,1 +0,4 -44,9 +0,1
60 -44,9 £0,5 -45,2 £0,2 -43,6 £0,2
90 -41,3 £0,2 -42,4 £0,3 -41,7 £0,5
180 -40,4 +0,3 -39,8 £0,2 -39,6 +0,4
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Sekil 4-27: Vitamin E lipozomlarina ait zeta potansiyeli sonuglar:

4.5.3.10. Resveratrol, Koenzim Q10, Vitamin E Lipozomlarinin

Zeta Potansiyel Olctimlerine Ait Bulgular

Resveratrol,

Koenzim Q10, Vitamin E

lipozomlarinin  zeta potansiyel

Olcimlerine ait bulgular Tablo 4-25 ve Sekil 4-28’de gorulmektedir.



Tablo 4-26: Resveratrol, Koenzim Q10, Vitamin E lipozomlarina ait zeta potansiyeli
sonuclari

Zaman (Gun)

Zeta Potansiyeli(mV)

Zeta Potansiyeli(mV)

Zeta Potansiyeli(mV)

+S.S (4°C) +S.5(25°C) +S.S (40°C)
0 -49,7 +0,2 -49,7 0,2 -49,7 £0,2
7 -46,6 +0,2 -47,3 0,2 -46,4 +0,3
30 -47,2 +0,4 -46,9 +0,3 -45,8 0,5
60 -44,8 +0,4 -45,7 £0,5 -44,6 £0,2
90 -42,7 0,2 -44,3 +0,4 -42,8 +0,4
180 -41,3 +0,4 -41,1+0,2 -40,8 £0,2
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Sekil 4-28: Resveratrol, Koenzim Q10, Vitamin E lipozomlarma ait zeta potansiyeli
sonuclari

goriintiileri Sekil 4-18’da gortlmektedir.

4.5.4. Lipozomlarin Sekilleri

Resveratrol, Koenzim Q10, Vitamin E lipozomlarinin

elektron  mikrosobu
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Sekil 4-29: Resveratrol, Koenzim Q10, Vitamin E lipozomlarimin elektron mikroskobu
goruntisi

4.5.5. Lipozomlarin pH Degerleri

Lipozomlarin pH Degerleri Tablo 4-26 ve Sekil 4-19°da verilmistir.



Tablo 4-27: Lipozomlarin pH degerleri (4 °C)

Zaman Bos RSV-Lipo KoQ10- VitE-Lipo RSV-
(Gln) Lipozom Lipo KoQ10-
VitE-Lipo
0 5,72 40,03 5,65 +0,01 5,47 0,02 5,65 +0,03 5,63 £0,01
180 5,98 £0,04 5,88 0,02 5,87 £0,04 5,90 £0,01 5,99 0,02

Tablo 4-28: Lipozomlarmn pH degerleri (25 °C)

Zaman Bos RSV-Lipo KoQ10- VitE-Lipo RSV-
(Gun) Lipozom Lipo KoQ10-
VitE-Lipo
0 5,72 +0,03 5,65 +0,01 5,47 0,02 5,65 +0,03 5,63 £0,01
180 6,18 +0,04 6,13 0,02 5,82 £0,04 6,01 +0,01 6,05 +0,02

Tablo 4-29: Lipozomlarm pH degerleri (40 °C)

Zaman Bos RSV-Lipo KoQ10- VitE-Lipo RSV-
(Gun) Lipozom Lipo KoQ10-
VitE-Lipo
0 5,72 +0.03 5,65 +0,01 5,47 0,02 5,65 +0,03 5,63 £0,01
180 6,38 +0,04 6,22 0,02 5,99 0,04 6,15 0,01 6,18 0,02

4.5.6. Lipozomlarda Aktif Bilesen Miktar Tayini

4.5.6.1. Lipozomlarda Hapsedilen Resveratrol Miktar Tayini

Lipozom formiilasyonlarindaki aktif bilesen miktari, Bolim 3.2.2'de tarif
edildigi gibi resveratrol icin HPLC ile belirlendi. Sadece resveratrol igeren

lipozomlarda, lipozom igine hapsedilen resveratrol miktari ortalama %95,27 olarak



hesaplanmistir. RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom’larindaki resveratrol

miktart ortalama % 94,972 olarak hesaplanmustir.

hapsedilen

Farkli saklama kosullarinda (4°C, 25°C £ % 65 bagil nem ve 40°C + % 75
bagil nem) 180 gln bekletilen resveratrol igeren lipozom formiilasyonlarinda
resveratrol stabilitesine ait sonuclar Tablo 4-27, Tablo 4-28 ile Sekil 4-20 ve Sekil
4-21’de gosterilmistir.

Tablo 4-30: RSV-Lipozom’larindaki % kapsiillenen resveratrol miktarlari

% Kapsullenen etken madde

Gln 4°C 25°C 40°C
0 95,27 +0,98 95,27 +0,98 95,27 +0,98
7 94,19 +1,02 93,35 +0,63 92,75 +1,07
30 90,25 +1,05 89,64 +0,85 85,68 +0,97
60 85,18 +0,96 79,71 +0,96 76,94 +1,05
90 80,11 +0,62 73,67 £1,01 72,67 +0,75
180 75,28 £0,53 70,64 +0,78 68,03 +0,93
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Sekil 4-30: RSV-Lipozom’larindaki % kapsiillenen resveratrol miktarlari



% Kapstllenen etken madde

Tablo 4-31: RSV-KoQ10-VitE-Lipozom’larindaki % kapsiillenen resveratrol miktarlar

Gin 4°C 25°C 40 °C
0 94,97 +0,85 94,97 +0,85 94,97 +0,85
7 94,29 +0,92 93,63 1,04 91,75 +1,15
30 92,66 +0,65 90,17 +0,75 88,39 +0,73
60 89,85 +0,72 87,24 +1,03 85,99 +0,92
90 85,37 +1,16 85,99 +1,01 82,36 +0,99
180 83,85 +1,03 82,65 +0,54 80,08 +0,82
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Sekil 4-31: RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom’larindaki % kapsiillenen resveratrol

miktarlar

4.5.6.2. Lipozomlarda Hapsedilen Koenzim Q10 Miktar Tayini

Lipozom formiilasyonlarindaki aktif bilesen miktari, Boliim 3.2.4'te tarif
edildigi gibi koenzim Q10 i¢in HPLC ile belirlendi. Sadece koenzim Q10 igeren

lipozomlarda, lipozom igine hapsedilen koenzim Q10 miktar1 ortalama % 96,751



olarak hesaplanmistir. RSV-K0Q10-VitE-Lipozom’larindaki hapsedilen koenzim
Q10 miktar1 ortalama % 95,885 olarak hesaplanmustir.

Farkli saklama kosullarinda (4°C, 25°C £ % 65 bagil nem ve 40°C + % 75
bagil nem) 180 gln bekletilen koenzim Q10 igeren lipozom formiilasyonlarinda
koenzim Q10 stabilitesine ait sonuclar Tablo 4-29, Tablo 4-30 ile Sekil 4-22 ve
Sekil 4-23’te gosterilmistir.

Tablo 4-32: KoQ10-Lipozom’lardaki % kapsiillenen koenzim Q10 miktarlar

% Kapstllenen etken madde

Gun 4°C 25°C 40 °C
0 96,75 +1,06 96,75 +1,06 96,75 +1,06
7 94,32 +0,96 92,77 0,80 90,46 +0,72
30 90,75 +1,25 90,24 +0,99 88,36 +1,52
60 86,73 +0,80 88,75 +1,02 84,97 +0,98
90 84,26 +0,95 82,36 +0,96 80,86 +1,20
180 82,96 +1,00 80,94 +0,99 77,66 +0,75
100
o 90
©
T 80
E 70
£ 60
(]
c 50
()
E 40
530
o
8 20
X 10
0
7 30 60 90 180
Gun
4eC 252C 40 °C

Sekil 4-32: KoQ10-Lipozom’lardaki % kapsiillenen koenzim Q10 miktarlari



Tablo 4-33: RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom’larindaki % kapsullenen koenzim Q10 miktarlari

% Kapsullenen etken madde

Gin 4°C 25°C 40 °C
0 95,88 +0,75 95,88 +0,75 95,88 +0,75
7 93,67 £0,92 91,75 +0,98 90,47 +1,20
30 90,75 +0,88 89,44 +1,76 87,23 +0,85
60 88,75 +0,99 86,74 +0,88 83,74 +1,26
90 85,46 +1,56 83,12 +0,45 82,58 +1,45
180 82,95 +1,85 82,15 +1,36 80,04 +0,98
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Sekil 4-33: RSV-KoQ10-VitE-Lipozom’larindaki % kapsiillenen koenzim
Q10 miktarlan

4.5.6.3. Lipozomlarda Hapsedilen Vitamin E Miktar Tayini

Lipozom formiilasyonlarindaki aktif bilesen miktari, Bolim 3.2.7'de tarif
edildigi gibi vitamin E i¢in HPLC ile belirlendi. Sadece vitamin E igeren
lipozomlarda, lipozom igine hapsedilen vitamin E miktar1 ortalama %96,863 olarak



hesaplanmistir. RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom’larindaki hapsedilen vitamin E

miktar1 ortalama %95,633 olarak hesaplanmuistir.

Farkli saklama kosullarinda (4°C, 25°C £ % 65 bagil nem ve 40°C + % 75
bagil nem) 180 gin bekletilen vitamin E igeren lipozom formiilasyonlarinda
vitamin E stabilitesine ait sonuclar Tablo 4-31, Tablo 4-32 ile Sekil 4-24 ve Sekil

4-25’te gosterilmistir.

Tablo 4-34: VitE-Lipozom’larindaki % kapsiillenen vitamin E miktarlar

% Kapstllenen etken madde

Gun 40C 25°C 40°C
0 96,86 +0,92 96,86 +0,92 96,86 +0,92
7 95,75 +0,76 94,58 +£0,55 94,46 +1,85
30 93,35 1,22 91,93 +0,76 90,36 +0,98
60 92,63 +0,92 90,58 +0,65 87,39 +0,99
90 90,47 +1,65 88,68 +1,55 84,91 +1,25
180 87,37 1,42 85,32 +1,82 81,45 +0,75
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Sekil 4-34: VitE-Lipozom’larindaki % kapsiillenen vitamin E miktarlar



Tablo 4-35: RSV-KoQ10-VitE-Lipozom’larindaki % kapsiillenen vitamin E miktarlar

% Kapstllenen etken madde

GUn 40°C 25°C 40°C
0 95,63 +0,55 95,63 0,55 95,63 +0,55
7 94,62 +0,82 94,12 +1,55 93,37 £0,70
30 93,35 +0,99 92,19 +1,02 90,26 +1,25
60 91,64 +0,78 90,71 0,95 87,72 +0,36
90 89,99 +1,05 88,27 +0,44 85,84 +0,97
180 87,94 +0,85 85,89 +0,20 82,36 +1,09
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Sekil 4-35: RSV-K0Q10-VitE-Lipozom’larindaki % kapsiillenen vitamin E

miktarlar

formiilasyonlarinin uygulandig:

4.5.7. Lipozomlara Ait Sitotoksisite Analizi Bulgular

MTT testi Yontem 3.2.10°da belirtildigi sekilde yapilmistir. Lipozom

hiicre canlilig1 Sekil 4-27°de gosterilmistir.

L929 fare fibroblast hicrelerindeki
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Sekil 4-36: Lipozom formiilasyonlarinin L1929 fare fibroblast hiicre
hattindakitoksisitesi (n=3)

Sekil 4-37: MTT testi plakasi 6rnegi

4.5.8. In vitro Ge¢is Calismalarina Ait Bulgular

RSV-Lipozom, VitE-Lipozom, KoQ10-Lipozom ve RSV-KoQ10-VitE-
Lipozom formiilasyonlari ile resveratrol, koenzim Q10, vitamin E igeren kremin in

vitro gecisi analiz edildi, hazirlanan formiilasyonlarin salim ¢alismalar1 Franzcell



yontemi kullanilarak yapildi ve etken madde miktarinin birim zamandaki grafikleri

yapay membran ve domuz derisinden gegis i¢in gosterildi.

4.5.8.1. Resveratroliin in vitro Ge¢is Calismalarina Ait Bulgular

RSV-Lipozom, RSV-KoQ10-VitE-Lipozom ve krem formiilasyonlarinin

yapay membrandan ve domuz derisinden gecen resveratrol miktar1 Tablo 4-33, 4-
34,4-35, 4-36, 4-37, 4-38 ile Sekil 4-29, 4-30, 4-31, 4-32, 4-33, 4-34’te

gosterilmistir.

Tablo 4-36: RSV-Lipozom formulasyonundan resveratroltiin yapay membrandan

kiimiilatif permeasyon miktarlar: (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (&) RSD (%0)
(sa) (mcg/cm?)

05 192,593 166,649 127,384 162,2087 32,83049 20,23966
1 311,878 289,743 292,474 298,0317 12,06877 4,049494
2 687,482 602,645 675,737 655,288 45,96684 7,014754
3 978,373 941,568 950,469 956,8033 19,20273 2,006967
4 1145,679  1043,568  1096,468  1095,238 51,0666 4,662602
5 1544459  1336,829  1358,913 14134 114,036 8,068202
6 2032,468  1944,743  1987,468  1988,226 43,86742 2,206359
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Sekil 4-38: RSV-Lipozom formulasyonundan resveratrolin yapay membrandan Fick’in
Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 4-39: RSV-Lipozom formulasyonundan resveratroliin yapay membrandan Higuchi
Kinetigine gore in vitro salim profili (n=3)

Tablo 4-37: RSV-Lipozom formulasyonundan resveratroliin domuz derisinden kiimulatif
permeasyon miktarlar: (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (&) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)

5 47,968 45,472 48,159 47,19967 1,499248 3,176395
4 81,148 88,83 99,284 89,754 9,103239 10,14243
6 166,976 172,465 174,762 171,401 4,000565 2,334038
8 315,368 339,468 336,273 330,3697 13,08967 3,962129

24 669,797 645,461 642,672 652,6433 14,92082 2,286213
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Sekil 4-40: RSV-Lipozom formulasyonundan resveratroliin domuz derisinden Fick’in
Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 4-41: RSV-Lipozom formulasyonundan resveratroliin domuz derisinden Higuchi
kinetigine gore in vitro salim profili (n=3)



Tablo 4-38: RSV-KoQ10-VitE-Lipozom formuilasyonundan resveratroliin yapay
membrandan kiimiilatif permeasyon miktarlar: (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama SD (#) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)

05 199,746 195,758 198,014 197,8393333  1,999729  1,010784
1 298,838 341,657 308,345 316,28 22,48533  7,10931
2 678,457 684,234 628,033 663,5746667  30,91522  4,658891
3 988,373 976,894 1007,647  990,9713333  15,54028  1,568186
4 1146,246  1143,843  1149,578 1146,555667 2,880013  0,251188
5 1598,764  1396,364 1583,721  1526,283 112,7643  7,388163
6 2149,485 1987,476 2195676  2110,879 109,3372  5,179701
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Sekil 4-43: RSV-Lipozom formilasyonundan resveratroliin yapay membrandan Higuchi
kinetigine gore in vitro salim profili (n=3)

Tablo 4-39: RSV-KoQ10-VitE-Lipozom formulasyonundan resveratroliin domuz
derisinden kiimiilatif permeasyon miktarlari (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (%) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)

5 43,016 44,736 50,464 46,072 3,899596 8,464134
4 88,738 89,474 105,744 94,652 9,613 10,15615
6 176,262 178,474 202,428 185,7213 14,51061 7,813108
8 348,284 343,829 365,148 352,4203 11,2453 3,190879

24 704,479 698,492 727,579 710,1833 15,35962 2,162768
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Sekil 4-44: RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom formulasyonundan resveratroliin domuz derisinden
Fick’in Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 4-45: RSV-Lipozom formulasyonundan resveratroliin domuz derisinden Higuchi
kinetigine gore in vitro salim profili (n=3)



Tablo 4-40: Krem formulasyonundan resveratroliin yapay membrandan kiimulatif
permeasyon miktarlar: (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (%) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)

0.5 36,757 44,569 31,826 37,71733 6,42555 17,03607
1 53,389 61,794 59,472 58,21833 4,34048 7,455521
2 68,695 72,937 61,479 67,70367 5,79297 8,55636
3 75,604 83,769 66,153 75,17533 8,81582 11,72701
4 92,678 94,475 99,374 95,509 3,465685 3,628647
5 160,063 157,357 150,862 156,094 4,728739 3,029418
6 188,854 172,854 194,847 185,5183 11,36961 6,128564
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Sekil 4-46: Krem formulasyonundan resveratrolin yapay membrandan Fick’in Birinci
Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 4-47: RSV-Lipozom formilasyonundan resveratroliin yapay membrandan Higuchi
kinetigine gore in vitro salim profili (n=3)

Tablo 4-41: Krem formulasyonundan resveratroliin domuz derisinden kiimulatif
permeasyon miktarlari (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (%) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)

5 13,957 14,579 15,684 14,74 0,874685 5,934088
4 25,589 32,893 29,681 29,38767 3,660825 12,45701
6 36,254 44,625 32,583 37,82067 6,171975 16,31905
8 47,874 56,737 43,754 49,455 6,634323 13,41487

24 52,827 59,643 58,578 57,016 3,666653 6,43092
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Sekil 4-48: Krem formuilasyonundan resveratroliin domuz derisinden Fick’in Birinci
Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 4-49: RSV-Lipozom formuilasyonundan resveratrolin domuz derisinden Higuchi
Kinetigine gore in vitro salim profili (n=3)



Tablo 4-42: Resveratroliin seliloz asetat membrandan in vitro permeasyon verilerinin
kinetik degerlendirilmesi

) RSV-CoQ10- RSV-CoQ10-
RSV-Lipo ] ]
VitE-Lipo VitE-Krem

Fick’in Birinci Yasas1 2 0,9768 0,978 0,9117
k (mcg/cm?/sa) 307,79 326,97 25,285
Higuchi Kinetik Modeli r? 0,9414 0,9346 0,8331
k (mcg/cm?/sa) 963,68 10194 77,086

Tablo 4-43: Resveratroliin domuz derisinden in vitro permeasyon verilerinin kinetik

degerlendirilmesi
) RSV-CoQ10- RSV-CoQ10-
RSV-Lipo ] ]
VitE-Lipo VitE-Krem

Fick’in Birinci Yasas1 2 0,9527 0,9561 0,6733

k (mcg/cm?/sa) 27,28 29,874 1,554
Higuchi Kinetik Modeli r? 0,974 0,9769 0,8046

k (mcg/cm?/sa) 182,47 199,76 11,238

4.5.8.2. Koenzim Q10’un in vitro Gecis Calismalarina Ait Bulgular

KoQ10-Lipozom, RSV-KoQ10-VitE-Lipozom ve krem
formiilasyonlarinin yapay membrandan ve domuz derisinden gegen resveratrol
miktar1 Tablo 4-39, 4-40, 4-41, 4-42, 4-43, 4-44 ile Sekil 4-35, 4-36, 4-37, 4-38, 4-
39, 4-40°ta gosterilmistir.



Tablo 4-44: KoQ10-Lipozom formiilasyonundan Koenzim Q10’un yapay membrandan
kiimiilatif permeasyon miktarlar: (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (%) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)

05 193,857 138,684 128,785 153,7753 35,06284 22,80134
1 358,294 326,584 342,617 342,4983 15,85533 4,629317

2 675,963 589,269 620,925 628,719 43,86938 6,977581
3 975,753 959,357 972,249 969,1197 8,634335 0,890946
4 1135,247  1028,963  1037,852  1067,354 58,9648 5,524391
5 1543,479 1444853 1442157  1476,83 57,73575 3,909439
6 2136,958  2095,486  2085,826  2106,09 27,16531 1,289846
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Sekil 4-50: KoQ10-Lipozom formiilasyonundan Koenzim Q10’un yapay membrandan
Fick’in Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 4-51: KoQ10-Lipozom formiilasyonundan Koenzim Q10’un yapay membrandan
Higuchi Kinet@ine gore in vitro salim profili (n=3)

Tablo 4-45: KoQ10-Lipozom formiilasyonundan Koenzim Q10’un domuz derisinden
kiimiilatif permeasyon miktarlar: (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (1) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)

88,853 91,673 104,746 95,09067 8,479811 8,917606
148,842 141,753 153,974 148,1897 6,13656 4,141017
317,369 312,963 298,247 309,5263 10,01353 3,235113
542,453 526,328 510,269 526,35 16,09201 3,057283
24 920,285 956,642 905,863 927,5967 26,16719 2,820967
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Sekil 4-52: KoQ10-Lipozom formiilasyonundan Koenzim Q10’un domuz derisinden Fick’in
Birinci Yasasr’na gore in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 4-53: KoQ10-Lipozom formiilasyonundan Koenzim Q10’un domuz derisinden Fick’in
Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)



Tablo 4-46: RSV-KoQ10-VitE-Lipozom formiilasyonundan Koenzim Q10’un yapay
membrandan kiimiilatif permeasyon miktarlar: (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (%) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)

05 195,863 203,953 194,536 198,1173 5,097204 2,572821
1 432,785 403,925 420,638 419,116 14,49007 3,457295

2 778,469 775,485 696,653 750,2023 46,39908 6,184875
3 1025,725  1023,539 942,725 997,3297 47,30166 4,742831
4 1575,876  1582,457  1324,837  1494,39 146,8741 9,828363
5 1891,749  1890,384  1794,639  1858,924 55,67663 2,9951

6 2467,736  2475,662  2203,585  2382,328 154,8464 6,499795
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Sekil 4-54: RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom formiilasyonundan Koenzim Q10’un yapay
membrandan Fick’in Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 4-55: RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom formiilasyonundan Koenzim Q10’un yapay
membrandan Fick’in Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)

Tablo 4-47: RSV-KoQ10-VitE-Lipozom formiilasyonundan Koenzim Q10’un domuz
derisinden kiimiilatif permeasyon miktarlari (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (%) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)

5 108,964 102,594 116,384 109,314 6,901659 6,313609
4 215,786 197,474 239,638 217,6327 21,14257 9,714797
6 393,375 385,457 399,683 392,8383 7,128168 1,814530
8 678,538 636,274 694,378 669,73 30,03672 4,484899

24 1096,489  1052,768  1198,373  1115,877 74,71355 6,695503
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Sekil 4-56: RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom formiilasyonundan Koenzim Q10’un domuz
derisinden Fick’in Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 4-57: RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom formiilasyonundan Koenzim Q10’un domuz
derisinden Fick’in Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)



Tablo 4-48: Krem formiilasyonundan Koenzim Q10’un yapay membrandan kiimiilatif
permeasyon miktarlar: (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (%) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)

05 48,638 43,583 48,637 46,95267 2,918217 6,215232
1 68,395 65,026 72,792 68,73767 3,894323 5,665487
2 89,479 76,285 87,316 84,36 7,076289 8,388204
3 102,842 94,286 98,185 98,43767 4,283592 4,351579
4 143,826 137,488 140,396 140,57 3,172580 2,256940
5 158,362 149,962 153,673 153,999 4,209478 2,733445
6 206,362 195,962 199,673 200,6657 5,270583 2,626549
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Sekil 4-58: Krem formiilasyonundan Koenzim Q10’un yapay membrandan Fick’in Birinci
Yasasr’na gore in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 4-59: Krem formiilasyonundan Koenzim Q10’un yapay membrandan Fick’in Birinci
Yasasr’na gore in vitro salim profili (n=3)

Tablo 4-49: Krem formiilasyonundan Koenzim Q10’un domuz derisinden kiimiilatif
permeasyon miktarlari (meg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (%) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)

24,258 20,984 28,389 24,54367 3,710756 15,119
36,397 33,865 38,397 36,21967 2,271198 6,270622
47,297 45,229 42,985 45,17033 2,156599 4,774369
63,875 60,926 64,874 63,225 2,052694 3,246649
24 78,586 75,754 79,882 78,074 2,111091 2,703961
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Sekil 4-60: Krem formiilasyonundan Koenzim Q10’un domuz derisinden Fick’in Birinci
Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 4-61: Krem formiilasyonundan Koenzim Q10’un domuz derisinden Fick’in Birinci
Yasasr’na gore in vitro salim profili (n=3)



Tablo 4-50: Koenzim Q10’un seliiloz asetat membrandan in vitro permeasyon verilerinin
kinetik degerlendirilmesi

CoQ10-  RSV-CoQl10- RSV-CoQ10-

Lipo VitE-Lipo VitE-Krem
Fick’in Birinci Yasas1 12 0,966 0,9911 0,8992
k (mcg/cm?/sa) 323,6 384,58 24,412
Higuchi Kinetik Modeli r? 0,9204 0,9492 0,8312
k (mcg/cm?/sa) 1007,3 1200,3 74,853

Tablo 4-51: Koenzim Q10’un domuz derisinden in vitro permeasyon verilerinin kinetik

degerlendirilmesi
) RSV-CoQ10- RSV-CoQ10-
RSV-Lipo ] ]
VitE-Lipo VitE-Krem
Fick’in Birinci Yasas1 2 0,9258 0,9205 0,7949
k (mcg/cm?/sa) 37,091 41,454 2,1662
Higuchi Kinetik Modeli r? 0,9645 0,9459 0,8913
k (mcg/cm?/sa) 250,45 277,99 15,174

4.5.8.3. Vitamin E’nin in vitro Gec¢is Calismalarina Ait Bulgular

VitE-Lipozom, RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom ve krem formiilasyonlarinin
yapay membrandan ve domuz derisinden gecen resveratrol miktar1 Tablo 4-52, 4-
53, 4-54, 4-55, 4-56, 4-57 ile Sekil 4-41, 4-42, 4-43, 4-44, 4-45, 4-46’da

gosterilmistir.



Tablo 4-52: VitE-Lipozom formiilasyonundan Vitamin E’nin yapay membrandan
kiimiilatif permeasyon miktarlar: (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (%) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)
0,5 228,951 225,368 232,985 229,1013 3,810725 1,663336
1 352,865 340,124 367,264 353,4177 13,57844 3,842037
2 673,757 642,163 687,374 667,7647 23,19353 3,473308
3 985,287 934,864 1018,365  979,5053 42,04967 4,29295
4 1155,211  1142,726  1253,452  1183,796 60,64571 5,122986
5 1603,649  1593,948  1624,273  1607,29 15,4869 0,963541
6 2295,686  2238,599  2332,758  2289,014 47,43272 2,07219
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Sekil 4-62: VitE-Lipozom formiilasyonundan Vitamin E’nin yapay membrandan Fick’in

Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)



2500

L
[
é 2000 y=1079.1x-734.53
© R? = 0.9096
=
>~
c NE 1500
© O
[
@ &
e é 1000
=
o
S
c 500
3

0

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Zaman (sa)

Sekil 4-63: VitE-Lipozom formiilasyonundan Vitamin E’nin yapay membrandan Fick’in
Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)

Tablo 4-53: VitE-Lipozom formiilasyonundan Vitamin E’nin domuz derisinden kiimiilatif
permeasyon miktarlari (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (1) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)

5 96,286 92,492 100,273 96,35033 3,890899 4,038283
4 203,875 198,281 205,194 202,45 3,670199 1,812892
6 405,129 392,841 411,365 403,1117 9,425331 2,338144
8 718,375 693,457 740,738 717,5233 23,652 3,296339

24 1002,286  1028,335  1016,635  1015,752 13,04693 1,28446
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Sekil 4-64: VitE-Lipozom formiilasyonundan Vitamin E’nin domuz derisinden Fick’in
Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 4-65: VitE-Lipozom formulasyonundan Vitamin E’nin domuz derisinden Fick’in
Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)



Tablo 4-54: RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom formiilasyonundan Vitamin E’nin yapay
membrandan kiimiilatif permeasyon miktarlar: (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (%) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)

05 204,195 192,327 208,983 201,835 8,575126 4,248582
1 484,381 468,184 591,428 514,6643 66,97075 13,01251
2 838,195 842,585 915,284 865,3547 43,29575 5,003237
3 1122,487  1124,375  1188,379  1145,08 37,50963 3,27572
4 1683,973  1636,387  1798,264  1706,208 83,19758 4,876169
5 1985,864  1932,235  1905,486  1941,195 40,93125 2,108559
6 2374476  2386,642  2287,352  2349,49 54,1558 2,305003
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Sekil 4-66: RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom formiilasyonundan Vitamin FE’nin yapay
membrandan Fick’in Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 4-67: RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom formiilasyonundan Vitamin E’nin yapay
membrandan Fick’in Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)

Tablo 4-55: RSV-KoQ10-VitE-Lipozom formiilasyonundan Vitamin E’nin domuz
derisinden kiimiilatif permeasyon miktarlari (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (%) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)

107,258 115,642 104,297 109,0657 5,884556 5,395425
216,398 224,218 192,828 211,148 16,34028 7,738783
394,734 420,852 410,376 408,654 13,14387 3,216382
624,038 679,375 636,563 646,6587 29,01703 4,487224
24 1004,473  1051,658  1095,672  1050,601 45,60869 4,3412

o o BA~ADN
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Sekil 4-68: RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom formiilasyonundan Vitamin E’nin domuz
derisinden Fick’in Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)

1200
y=277.58x - 269.29 ..

1000 R?=0.9569 .-
L
= 800
&

[ J
i 600 C
< E
e O 400 -
= oo .
& 9
« £ 200 e
E R
=
£ 0
§2 0 1 2 3 4 5 6
Zaman (sa)

Sekil 4-69: RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom formiilasyonundan Vitamin E’nin domuz
derisinden Fick’in Birinci Yasasi’na gore in vitro salim profili (n=3)



Tablo 4-56: Krem formulasyonundan Vitamin E’nin yapay membrandan kiimiilatif
permeasyon miktarlar: (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (%) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)
48,369 41,074 47,372 45,605 3,955499 8,673389

? 69,463 62,752 68,726 66,98033 3,680339 5,494656
2 88,194 76,633 89,947 84,92467 7,23409 8,518243
3 98,745 92,874 104,723 98,78067 5,924581 5,997713
4 142,272 139,416 150,751 144,1463 5,895371 4,089852
5 159,875 152,589 161,742 158,0687 4,836474 3,05973
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Sekil 4-70: Krem formiilasyonundan Vitamin E’nin yapay membrandan Fick’in Birinci
Yasasr’na gore in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 4-71: Krem formiilasyonundan Vitamin E’nin yapay membrandan Fick’in Birinci
Yasasr’na gore in vitro salim profili (n=3)

Tablo 4-57: Krem formiilasyonundan Vitamin E’nin domuz derisinden kiimulatif
permeasyon miktarlar: (mcg/cm?)

Zaman n=1 n=2 n=3 Ortalama  SD (%) RSD (%)
(sa) (mcg/cm?)

5 20,748 21,945 18,831 20,508 1,570812 7,659506
4 33,854 35,927 30,623 33,468 2,672985 7,98669
6 42,751 48,934 40,836 44,17367 4,232303 9,581054
8 64,923 67,452 52,285 61,55333 8,125605 13,20092

24 71,385 77,769 62,603 70,58567 7,614531 10,78765
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Sekil 4-72: Krem formiilasyonundan Vitamin E’nin domuz derisinden Fick’in Birinci
Yasasr’na gore in vitro salim profili (n=3)

90

80 y =13.897x + 8.2823

2 _
R?Z= 0.822‘7"_.,. °

70
60 o
50
40
30

20 ®

Kimulatif Salinan Vitamin E
(mcg/cm?)
®

10

0 1 2 3 4 5 6

Zaman (sa)

Sekil 4-73: Krem formiilasyonundan Vitamin E’nin domuz derisinden Fick’in Birinci
Yasasr’na gore in vitro salim profili (n=3)



Tablo 4-58: Vitamin E’nin seltloz asetat membrandan in vitro permeasyon verilerinin
kinetik degerlendirilmesi

] ] RSV-CoQ10- RSV-CoQ10-
VitE-Lipo ] ]
VitE-Lipo VitE-Krem

Fick’in Birinci Yasas1 2 0,9669 0,9928 0,9768
k (mcg/cm?/sa) 348,85 381,32 26,867
Higuchi Kinetik Modeli r? 0,9096 0,9779 0,8331
k (mcg/cm?/sa) 1079,1 1207 77,086

Tablo 4-59: Vitamin E’nin domuz derisinden in vitro permeasyon verilerinin kinetik

degerlendirilmesi
) ) RSV-Co0Q10- RSV-CoQ10-
VitE-Lipo ] ]
VitE-Lipo VitE-Krem
Fick’in Birinci Yasas1  ? 0,8283 0,898 0,7034
k (mcg/cm?/sa) 39,216 40,649 1,9426
Higuchi Kinetik Modeli r? 0,9063 0,9569 0,8046
k (mcg/cm?/sa) 271,36 277,58 11,238

4.5.9. Antioksidan Aktivite Testine Ait Bulgular

In vitro salim ¢alismalar1 sonucunda tayin edilen etken madde miktarlari

belirlenmis ve antioksidan etki tayin edilmistir.
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Tablo 4-60: Salim ¢cahismalarindan elde edilen 6rneklerin antioksidan aktivitelerine ait
sonuglar (n=3)

Formiilasyonlar Salim Ornekleri DPPH (%Inhibisyon)+SS
RSV-Ko0Q10-VitE-Krem S1 %48,24 +2,1
S2 %21,48 +1,7
RSV-Lipozom S1 %7421 +1,6
S2 951,28 +2,4
KoQ10-Lipozom S1 %76,5+1,3
S2 %52,45 +0,9
VitE-Lipozom S1 %79,02+1,3
S2 955,30 + 1,2
RSV-Ko0Q10-VitE-Lipozom S1 %96,42 + 0,9
S2 %81,36 + 1,1

*Veriler ortalama degertstandart sapma kullanilarak ifade edilmistir (SS:standart sapma, mmol/L:

milimol/litre, (S1: Seliiloz asetat membrandan salim drnegi, S2: Domuz derisinden salim 6rnegi)
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Sekil 4-74: Salim ¢alismalarindan elde edilen 6rneklerin antioksidan aktiviteleri

Hem seliiloz asetat membrandan hem de domuz derisinden salim 6rnekleri

24 saatin sonunda DPPH® radikalinin %50’ den fazlasini siipiirebilmistir.



Optimum  formilasyon olarak secilen RSV-KoQ10-VitE-Lipozom

formiilasyonun antioksidan aktivitesi %90’1n {izerinde bulunmustur.



5. TARTISMA

Cilt yaglanmasi i¢ ve dis faktorlerin neden oldugu bir biyolojik stiregtir (1).
I¢sel yaslanma, genetik ve dogal olarak gerceklesmektedir. Dis kokenli yaslanma
ise hava kirliligi, sigara, kotli beslenme ve glinese maruz kalma gibi dig ¢evre
faktorlerinden kaynaklanir (95). Ozellikle, ultraviyole 1sinlarina uzun siireli maruz
kalma, dis cilt yaslanmasinin birincil faktoriidiir ve fotoyaslanma olarak
adlandirilir. Bu yaslanma siireglerine kutandz hiicrelerde fenotipik degisikliklerin
yani sira cilde gerilme kuvveti, elastikiyet ve hidrasyon saglamak i¢in gerekli olan
kollajenler, elastin ve proteoglikanlar gibi hiicre dig1 matris bilesenlerinde yapisal
ve fonksiyonel degisiklikler eslik eder (95, 96). Cilt elastikiyeti kayb1 zamanla
ciltte sarkmaya yol acar (96). Ultraviyole 1sinlari, deride serbest radikal Gretimini
arttirlp viicudun dogal antioksidan savunma mekanizmasini zayiflatir. Oksidatif
stres epidermiste DNA hasarina ve dermal matrikste diizensizlige neden olur (2).
Antioksidanlar, olusan serbest radikalleri n6tralize edip dokulardaki oksidatif stresi
onleyerek cildi fotoyaslanmaya karsi koruyan maddelerdir (3). Antioksidanlar,
reaktif molekiilleri inhibe ederek zararli serbest radikalleri notralize eder, boylece
hicreleri endojen ve eksojen stres faktorlerinden korur, hucrelerin yasamlarini ve
canliliklarmi uzatir (144). Cildi iyilestirmek i¢in topikal veya sistemik
antioksidanlar tarafindan ROS etkilerinin azaltilmasi, kirisiklik olusumunu
engellemeye veya geciktirmeye yonelik biitiinsel bir yaklagimdir (143). Yapilan
calismalarda, cildi ek antioksidanlarla takviye etmenin giines kaynakli hasarlara
kars1 dikkat cekici bir sekilde ek koruma sagladigi, cilt yaglanmasini yavaslattigi,

iltihab azalttig1 ve nihayetinde cilt goriinlimiinii 1yilestirdigi gosterilmistir (145).

Resveratrol, polifenolik bir antioksidandir. UV  kaynakli lipid
peroksidasyonunun gucli bir inhibitoridir (5). Yapilan ¢aligmalarda resveratrollin
antioksidan 6zelliginin, E vitaminden 50 kat ve C vitaminden 30 kat daha fazla
oldugu bulunmustur (3). Insan keratinosit hiicreleriyle yapilan c¢alismalar,
transresveratroliin hidrojen peroksit tretimini inhibe ederek UVA radyasyonunun
neden oldugu fotoyaslanmaya kars1 cildi koruyucu etki gosterdigi bulunmustur
(153). Resveratrol antiinflamatuar etkisi ile doku hasarim1 ve hiicresel
proliferasyonu engellemektedir (154). In vitro ¢alismalar, resveratroliin hem AP-1

hem de NFkB'nin asag1 dogru regiilasyonunda rol alip bdylece dermal kollajenin



korunmasinda ve cilt iltihabinin azaltilmasinda 6nemli bir rol oynadigini
gostermistir (155). Resveratrol bir fitodstrojen ve dstrojen beta reseptor agonisti
(ERB)’dir (159). Menopoz sonrasi kadinlarin yilda %1 oraninda kolajen kaybettigi
ve cildin ince, kinsik ve kirilgan hale geldigi bilinmektedir (160). Ostrojen
replasman tedavisi kolajen kaybini azaltir ve cilt yaslanmasinin klinik belirtilerini
iyilestirir. Yapilan caligmalarda, resveratrol gibi fitodstrojenlerin kullaniminin, cilt
yaslanmasini onlemede faydali oldugu bulunmustur (161, 162). Resveratroliin
emilim orani yiiksek olmasina ragmen biyoyararlanimi ¢ok diisiiktiir (163).
Yapilan bir ¢aligmada, 25 mg resveratroliin oral dozu %70 absorpsiyon ile
sonuclanmasima karsin, resveratrol ve metabolitlerinin (glukuronid ve siilfat
konjugati) plazma konsantrasyonu sadece 2 pM olarak bulunmustur (164).
Resveratroliin - diisiik oral biyoyararlanima sahip olmasi, topikal olarak

kullaniminin daha yararli olacagini diistindiirmektedir.

Koenzim Q10 (CoQ10), endojen bir antioksidandir. Hiicre biiylimesini
uyarir ve serbest radikalleri temizler (5). Epidermiste dogal olarak bulunan
koenzim Q10 seviyesi, UV maruziyeti sonucu azalir. Cilt yaslanmasin1 engellemek
amactyla azalan koenzim Q10’un yerine konmasi i¢in viicuda disaridan koenzim
Q10 takviyesi yapilmasinin faydali bir yaklasim oldugu diisiiniilebilir. Yapilan
calismalarda, koenzim Q10’un topikal uygulamasinin UV 1sinlarina maruz kalmis
ciltteki kirigikliklar1 azaltmada etkili oldugu gosterilmistir (180, 183). Hoppe ve
arkadaslari, 6 ay boyunca insan derisine topikal olarak uygulanan CoQ10'un
kinisikliklarin derinligini azalttigini kanitlamistir. Koenzim Q10’un topikal olarak
uygulanmas1 ayn1 zamanda mitokondriyal fonksiyonlar1 gelistirerek hiicresel
diizeyde yaslanmay1 geciktirmistir (185). Muta-Takada ve arkadaslar tarafindan
yapilan caligmada, Koenzim Q10’un bazal membran bilesenlerinin {iretimini
arttirdigi, fibroblast proliferasyonunu arttirdigi ve hiicreleri oksidatif strese karsi
korudugu gosterilmis ve boylece koenzim Q10’un cilt {izerindeki yaglanma karsiti
etkileri kanitlanmigtir (186). Koenzim Q10, biiyiikk molekiiler agirliga ve suda
diisiik ¢ozlinlirliige sahiptir. Ayrica, koenzim Q10 1s18a maruz kaldiginda
bozunmaya ugrar (184). Bu sinirlamalarin 6niine gegebilmek i¢in koenzim Q10’un
deriye penetrasyonunu ve stabilitesini arttirmaya yonelik bir tasisiyict sistem

secilmesi faydali olacaktir.



E Vitamini, insan vicudunda bulunan baslica yagda ¢oziinen antioksidandir
(165). E vitamini, antioksidan 6zellikleri ve serbest radikalleri temizleme ve lipit
yapilarinin bir pargasi olma yetenegi sayesinde, lipit peroksidasyonuna karsi
koruma saglar ve cilt yaslanmasini yavaglatir. Stratum korneumun lipit yapisinin
olusumunda ve proteinlerin oksidasyondan korunmasinda 6nemli rol oynar (168).
Yapilan bir ¢alismada, oksidatif strese maruziyetten 30 dakika dnce cilde tokoferol
uygulanmasiim, H>O2 induksiyonunu, miyeloperoksidaz aktivitesini, ksantin
oksidaz aktivitesini ve lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gériilmiistiir (171). E
vitamini yagda ¢oziinen (lipofilik) bir vitamindir ancak membrana nufuz etmesi

zordur. Kolayca oksitlenir, dolayisiyla raf dmrii nispeten kisadir (216).

Etken maddeler topikal olarak uygulandiklarinda formiilasyondan
serbestlestikten sonra difiizyon ile deriye penetre olurlar. Topikal olarak uygulanan
antioksidanlar, olusan serbest radikalleri notralize ederek ve dokulardaki oksidatif
stresi Onleyerek cildi fotoyaglanmaya karsi korumaktadir. Ancak stratum cornum

tabakasinin bariyer 6zelligi, etkenlerin deriye penetrasyonu sinirlamaktadir (163).

Lipozomlar, bir veya daha fazla fosfolipit ¢ift tabakadan olusan vezikiiler
tastyici sistemlerdir (8). Membranlarinin stratum korneum lipidlerine benzemesi ve
kiiciik molekiiler yapilari sayesinde deriye kolayca gecebilirler. Hem lipofilik hem
hidrofilik etken maddeleri tasiyabilirler. Cabuk bozunan, disik oral
biyoyararlanima sahip etken maddelerin lipozomlarinin hazirlanmast ile
stabilitelerinin arttirilmasi, daha derin katmanlara kisa siirede ve esit dagilimh
olarak tasinabilmeleri saglanabilmektedir (9). Onceki ¢alismalar, antioksidanlarin
lipozomlarla kapsiillenmesinin  bu maddelerin  biyoyararlanimlarin1  ve
stabilitelerini artirabildigini gostermistir (63, 64, 65). Arora ve ark. yaslanma
karsit1 resveratrol yiiklii bir vezikiiler jel gelistirmis ve resveratroliin vezikiiler jel
icinde kapstllenmesinin, konvansiyonel resveratrol jelden daha yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (264). Caddeo ve ark. resveratrol yukli
lipozomlarin endojen ve kimyasal olarak indiiklenen reaktif oksijen tiirlerini
azaltabildigini ve fibroblastlar1 serbest radikallerin etkilerinden serbest
resveratrolden daha etkili bir sekilde koruyabildigini gostermistir (267). Lee ve ark.
CoQ10Q'un lipozomlara kapstllenmesinin sigan derisinden niifuzunu arttirdigini

gostermistir (262). Gokge ve ark. CoQ10 yikli lipozomlar1 ve kati lipit



nanoparcaciklart CoQ10'un geg¢isi i¢in karsilastirmis ve CoQ10'un lipozomal
formiilasyonunun cilt hiicrelerini serbest radikallere kars1 korudugunu, CoQ10'un
kat1 lipit nanopartikiillerinin ise ROS birikimine karsi cilt hiicrelerini korumada
etkili olmadigimmi bildirmislerdir (269). Calismalar, antioksidan lipozomlarin,
serbest, kapsiillenmemis antioksidanlarla karsilastirildiginda oksidatif strese bagl

doku hasarina kars1 ¢ok daha iyi koruma sagladigini agik¢a gostermektedir.

Resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E, cildin yaslanmasina neden olan
serbest radikalleri notralize ederek yaslanma karsiti etkiler i¢in kullanilabilen
antioksidan bilesiklerdir (163). Piyasada lipozomal antioksidan formiulasyon
ornekleri olmasina ragmen resveratrol, koenzim Q10 ve E vitaminini kombinasyon
halinde iceren topikal bir lipozomal formiilasyon su ana kadar gelistirilmemistir
(270-272). Antioksidanlarin ayn1 formiilasyonda birlikte kullanildiklarinda
birbirlerinin antioksidan aktivitesini arttirdiklar1 ¢aligmalarla kanitlanmustir (20,
38, 39, 273, 274). Serbest radikallere kars1 korumada resveratrol ve antioksidan
vitaminlerin birlikte, tek basina oldugundan daha iyi ¢alistig1 rapor edilmistir (61).
Ayrica CoQ10 ve VitE bir araya geldiklerinde birbirlerinin antioksidan aktivitesini
arttirmaktadir. CoQ10 ve VitE, ROS'un prooksidan etkilerini ortadan kaldirmak
icin birlikte calisir. Membran lipit ¢ift katmaninda CoQ10, tokoferoksil
radikalinden a-tokoferolii (VitE) geri doniistiirebilir, VitE kaybmi ve lipit
peroksidasyonunu 6nleyebilir (62). Bu durum, RSV, CoQ10 ve VitE'nin birlikte
bir lipozomal formiilasyon halinde kapsiillenmesi, ROS ve fotoyaslanmaya kars1

yiiksek antioksidan koruma elde etmek icin etkili olacagini diisiindiirmektedir.

Kozmetik bilesenlerinin ilk degerlendirmesi i¢in in vitro test yapilmaktadir.
Kozmetik preparatlar franz difiizyon hiicreleri ile gegirgenlik ve stabilite agisindan
degerlendirilir (12). 2013 yilinda kozmetiklerin hayvanlar iizerinde denenmesine
iliskin AB yasaginin ardindan, dogru in vitro verilerin 6nemi artmistir (245). Franz
diflizyon hiicresi, insan derisine uygulanan topikal preparatlardan epidermise veya
dermise niifuz eden ve sistemik dolasima gecen bilesen miktarini dlcen veya
tahmin eden difiizyon testleri icin kurulmus bir sistemdir. Franz hiicresi
penetrasyon ya da difiizyon ¢alismalari, topikal iirtinlerin etkinligini arastirmak i¢in
onemli bir arastirma yontemi haline gelmistir. Elde edilen sonuglarin in vivo

korelasyonlarinin yiiksek olmasi in vivo deneylere olan ihtiyaci azalttig1 i¢in Franz



diftizyon sistemleri ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (246). Franz
hicresi difuzyon testlerinde biyolojik (insan, fare, domuz) veya sentetik
(polimerik, selilloz bazli)) membranlar kullanilmaktadir (245). Domuz gibi
hayvanlardan (kobay, sican, fare gibi kemirgenler, primatlar, tavsan) izole edilmis
deri kolayca elde edilebilmeleri, canlilik ve enzimatik aktivite ile deri permeasyon
calismalarindan Once taze olarak eksize edilebilmeleri ve daha az degiskenlik
gostermeleri  nedeniyle rutin olarak insan derisine alternatif olarak
kullanilmaktadir. Bu tiir modellerde domuz derisi, insan derisine pek ¢ok benzerligi
(yag birikintileri, folikiiller, yogunluk) oldugu ve kolay erisilebilir oldugu i¢in
yaygin olarak tercih edilir. Domuz derisi tily yogunlugu (~20 tity/cm2), Langerhans
hiicreleri gibi yapilarin varligi, stratum corneum kalinligi, glikosfingolipidler ve
seramidler gibi igerikler, tabakali, ¢ok tabakali, keratinize edici epitel, canli
epidermisin kalinligi (~70 um), dermiste kollajen lif diizenlemesi bakimindan insan
derisi ile benzerlik gostermektedir. Domuz derisi, homojen numunelerin alinmasi
icin tercih edilen ¢oklu numune ekstraksiyonu i¢in yeterince genis bir deri ylizeyine
sahiptir ve hayvanin boyutu acisindan pratiktir. Bu nedenle, domuz derisi
(dermatom veya tam kalinlik), transdermal ilag tasiyici sistemlerin deri

gecirgenligini degerlendirmede siklikla olarak kullanilmaktadir (249).

Tiim bu bilgilerden hareketle bu doktora tez ¢alismasinda, resveratrol,
koenzim Q10 ve vitamin E’den olusan bir lipozomal formiilasyon, ayni aktif
maddeleri tek tek igeren lipozomlar ve ayni antioksidan kombinasyonunu i¢eren
konvansiyonel  bir krem  gelistirilmesi;  hazirlanan  formiilasyonlarin
karakterizasyonu yapilarak bu formiilasyonlarin in vitro olarak sentetik (seliiloz
asetat) mebrandan ve domuz derisinden gegiglerinin incelenerek gecis

miktarlarinin ve antioksidan aktivitelerinin karsilagtirilmasi amaglanmaistir.

Bu tez ¢alismasinda 6ncelikle in vitro gecis ¢alismalarinda 6rneklerdeki
resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E’nin miktar tayini analizlerinde kullanilacak
olan literatiirde kayith yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) metotlari
kullanild1 ve bu metotlara ait validasyon caligsmalar1 gerceklestirildi. Validasyon
calismasi kapsaminda kullanilmasi planlanan metotlar dogrusallik, dogruluk ve
geri kazanim, kesinlik, 6zgilinlik ve secicilik, duyarlilik ve saptama siniri

degerlendirildi.



Resveratrol miktar tayini i¢in kullanilacak HPLC yonteminin validasyonu
icin dogrusallik c¢alismasi sonucunda kalibrasyon egrisinin (Sekil 4-2)
determinasyon katsayis1 R2 = 0,9992 olarak bulundu. Bu degerin kabul kriterinden
(0,998) yiiksek bir deger olmasi ve varyasyon katsayisinin %2’den kii¢lik olmast
miktar tayini i¢in dogru denkleminin kullanilabilecegini gosterdi. Dogruluk i¢in
%5, %100 ve %150 konsantrasyonda numuneler ile ¢alisildi (Tablo 4-1). Geri
kazanim degerleri hesaplandi. 0,00100 ml/ml ¢ozeltisi icin 95,794 - 96,276 olarak,
0,02000 mg/ml ¢ozeltisi icin 97,594 - 97,704 araliginda, 0,03000 mg/ml ¢ozeltisi
icin 97,386- 97,674 araliginda bulundu. Hesaplanan ortalama geri kazanim
miktarlari, kabul edilebilir olarak kabul edilen %90-110 araligindadir.
Tekrarlanabilirlik (Tablo 4-2) ve ara kesinlik (Tablo 4-3) calismalarindaki
varyasyon katsayillart <%2 olarak bulundugundan kullanilan ydntemin
tekrarlanabilir oldugu sonucuna varildi. Segicilik ¢alismasinda resveratroliin pik
verdigi dalga boyunda ve resveratrol ile ayn1 zamanda mobil faz, bos lipozom,
koenzim Q10 ve vitamin E’nin pik vermedigi goriildii (Sekil 4-4). Ydntemin
resveratrol tayinine uygun olduguna karar verildi. Analitik yontemin duyarlilig
0.014 pg/mL, saptama smiri 0.045 pg/mL olarak bulundu. Sonug olarak,
resveratroliin yiliksek basingli sivi kromatografisi ile miktar tayini yonteminin

belirli kosullar altinda siirekli olarak bekleneni gerceklestirdigi goriildii.

Koenzim Q10 miktar tayini i¢in kullanilacak HPLC yonteminin
validasyonu i¢in dogrusallik ¢alismasi sonucunda kalibrasyon egrisinin (Sekil 4-5)
determinasyon katsayisi1 R? = 1,0000 olarak bulundu. Bu degerin kabul kriterinden
(0,998) yiiksek bir deger olmasi ve varyasyon katsayisinin %2’den kiigiik olmasi
miktar tayini i¢in dogru denkleminin kullanilabilecegini gosterdi. Dogruluk
calismasi i¢in %5, %100 ve %150 konsantrasyonda numuneler ile ¢alisildi (Tablo
4-4). Geri kazanim degerleri hesaplandi. 0,00100 ml/ml ¢ozeltisi icin 97,000-
98,000 olarak, 0,02000 mg/ml ¢ozeltisi icin 98,250- 98,600 araliginda, 0,03000
mg/ml ¢oOzeltisi igin 98,333- 98,733 araliginda bulundu. Hesaplanan ortalama geri
kazanim miktarlari, kabul edilebilir olarak kabul edilen %90-110 araligindadir.
Tekrarlanabilirlik (Tablo 4-5) ve ara kesinlik (Tablo 4-6) calismalarindaki
varyasyon katsayilart <%2 olarak bulundugundan kullanilan yOntemin
tekrarlanabilir oldugu sonucuna varildi. Segicilik ¢alismasinda koenzim Q10’un

pik verdigi dalga boyunda mobil faz, bos lipozom, reveratrol ve vitamin E’nin pik



vermedigi goriilda (Sekil 4-8). Yontemin koenzim Q10 tayinine uygun olduguna
karar verildi. Analitik yontemin duyarliligi 0.166 pg/mL, saptama sinir1 0.5 pg/mL
olarak bulundu. Sonug olarak, koenzim Q10’un yiiksek basingli s1vi kromatografisi
ile miktar tayini yonteminin belirli kosullar altinda siirekli olarak bekleneni

gerceklestirdigi gorildi.

Vitamin E miktar tayini i¢in kullanilacak HPLC yonteminin validasyonu
icin dogrusallik ¢alismas1 sonucunda kalibrasyon egrisinin (Sekil 4-9)
determinasyon katsayisi R? = 0,9992 olarak bulundu. Bu degerin kabul kriterinden
(0,998) yiiksek bir deger olmasi ve varyasyon katsayisinin %2’den kiiglik olmast
miktar tayini i¢in dogru denkleminin kullanilabilecegini gosterdi. Dogruluk
calismasi i¢in %5, %100 ve %150 konsantrasyonda numuneler ile ¢alisildi (Tablo
4-7). Geri kazanim degerleri hesaplandi. 0,00100 ml/ml cozeltisi icin 95,000-
98,000 olarak, 0,02000 mg/ml cozeltisi icin 98,600- 98,900 araliginda, 0,03000
mg/ml ¢ozeltisi igin 98,933- 99,033 araliginda bulundu. Hesaplanan ortalama geri
kazanim miktarlari, kabul edilebilir olarak kabul edilen %90-110 araligindadir.
Tekrarlanabilirlik (Tablo 4-8) ve ara kesinlik (Tablo 4-9) calismalarindaki
varyasyon Katsayilar1 <%2 olarak bulundugundan kullanilan yo6ntemin
tekrarlanabilir oldugu sonucuna varildi. Segicilik ¢alismasinda vitamin E’nin pik
verdigi dalga boyunda mobil faz, bos lipozom, resveratrol ve koenzim Q10’nun pik
vermedigi gorildi (Sekil 4-12). Yontemin vitamin E tayinine uygun olduguna
karar verildi. Analitik yontemin duyarlilig:r 0,185 pg/mL, saptama sinir1 0,561
pg/mL olarak bulundu. Sonug¢ olarak, vitamin E’nin yiiksek basingli sivi
kromatografisi ile miktar tayini yonteminin belirli kogullar altinda siirekli olarak

bekleneni gergeklestirdigi goriildii.

Lipozomlar, farkli polarite ve biiyiikliikkteki materyalleri kapsiilleme
kapasitesine sahiptir. Kapsiilleme kapasitesi, yapilarinda fosfolipid ¢ift
katmanlarmin varligi ile arttiritlir (208). Bunun yaninda konvansiyonel
lipozomlarin kullaniminin ¢esitli sinirlamalari bulunmaktadir. Bu simirlamalar,
konvansiyonel lipozomlarin, terap6tik maddelerin yavas salinimina ve gelismis
biyoyararlanimina izin vermek i¢in dolasimda daha uzun siire kalamamasidir. Bu

sinirlamalarin iistesinden gelmek adina yapilan ¢alismalarda, ¢ift tabaka yapisinda



soya fasulyesi ve yumurta saris1 gibi dogal kaynaklardan elde edilen fosfolipitlerin

se¢iminin lipozom 6zelliklerini etkiledigi sonucuna varilmistir (202, 209).

Lesitin soya, yumurta sarisi, deniz kaynaklari ve siit gibi kaynaklardan elde
edilebilmektedir. Ancak lipozomal formiilasyon i¢in, soya fasulyesi disindaki
kaynaklardan elde edilen lesitin bazi dezavantajlar tasir. Sigir veya yumurtadan
elde edilen lipitler, yliksek konsantrasyonda ¢oklu doymamais yag asitleri nedeniyle
stabilite sorunlarina sahiptir. Ayrica, hayvansal kaynaklardan elde edilen lesitin,
protein kontaminasyonu ve/veya virlsler gibi patojenik kontaminasyon olasiligini
beraberinde getirir (211, 212). Soya fasulyesinden elde edilen lesitin, Uretim
acisindan daha ekonomik, daha gilivenli ve stabil (daha az ¢oklu doymamis yag
asitleri) olarak kabul edilmektedir (213). Soya lesitini, iki agil zinciri doymamis
olan dogal malzemelerden elde edilen bir fosfolipittir. Doymamus asil zincirlerine
sahip dogal kaynakli fosfolipitler daha gegirgendir ve bu da aktif maddenin adsorbe
edilmesini kolaylastirir (211, 214). Lipozomlarda fosfolipitler vezikiilleri olusturan
ana elementlerdir. Daha yiiksek fosfolipid konsantrasyonu kullanimi, daha fazla
vezikiil olusmasina neden olur, boylece ilacin hapsolmasinin da daha uygun olmasi
beklenir. Daha fazla vezikiil olusur, boylece daha fazla etken madde tutulur. Ancak
lesitin konsantrasyonu ¢ok yiiksekse, kapstilleme verimliligi azalabilir. Bunun i¢in
optimal lesitin — kolesterol konsantrasyonunu belirlemek énemlidir (216). Bu
bilgiler 1s18inda, 6nformulasyon calismasinda, farkli konsantrasyonlarda soya
lesitini: kolesterol iceren bos lipozomlar ince film hidratasyon yontemiyle
hazirlandi, % 2 soya lesitini ve %2 kolesterol iceren lipozomun partikil boyutu
76,616 nm = 0,03, polidispersite indeksi 0,231 + 0,01 ve zeta potansiyeli - 50,189
mV =* 0,8 olarak bulundu ve aktiflerin yiiklenmesi i¢in uygun bos lipozom olarak

secildi.

Lipozomlarin karakterizasyonu, lipozomlarin kalitesinin anlasilmasinda
onemli bir role sahiptir. Parcacik boyutu ve polidispersite indeksi, etkinlik, stabilite
ve glivenlik iizerindeki etkilerinden dolay1 vezikiillerin karakterizasyonu igin
onemli parametrelerdir. Biiylik parcaciklarin daha derin cilt katmanlarina niifuz
edememeleri nedeniyle hedef doku igerisinde istenilen yere ulagsmada zorluk
yasadiklar1 bilinmektedir (66). Lipozom karakterizasyonu calismasinda, etken

madde igermeyen lipozomlarin partikil biyudklukleri 76,2 + 0,01 nm, RSV-Lipo



formilasyonunun partikdl  biytkligi 89,02 + 0,04 nm, CoQ10-Lipo
formilasyonunun  partikil  bayiikliga 87,55 + 0,02 nm, VitE-Lipo
formilasyonunun partikil biytikligi 90,45 £ 0,03 nm, RSV-CoQ10-VitE-Lipo
formilasyonunun partikil biiytikligi ise 95.4 £ 0.02 nm olarak 6l¢uldi. RSV-
CoQ10-VitE-Lipo formiilasyonunun par¢acitk boyutu tiim lipozomal
formiilasyonlar arasinda en yliksek bulunmustur. Daha biiyiik par¢acik boyutuna
sahip lipozomal formiilasyonlarin stratum korneumda kalmasi ve yiizeyde bir lipit
tabakasi olusturarak kurumaya egilimli olmasi nedeniyle derinin daha derin
katmanlarina penetrasyon i¢in lipozomlarin pargacik boyutunun 300 nm'den kiigiik
olmasi gerektigi daha onceki galigmalarda tespit edilmistir. 300 nm'den kiigiik
vezikuller, aktif maddeleri cildin daha derin katmanlarina iletebilir ve deriye ge¢is
icin avantajlidir (67, 68). Nava ve ark., daha kiigiik parcacik boyutuna sahip
vezikiiler tastyici sistemlerin, daha biiyiik pargacik boyutuna sahip vezikiillere gore
deriden daha verimli bir sekilde niifuz ettigini gostermistir (67, 69). Tez
calismasinda elde edilen partikiil boyutu verileri, lipozomal formiilasyonlarin 300
nm'den daha kiiclik bir parcacik boyutuna sahip oldugunu gostermektedir; bu da
hazirlanan lipozomlarin aktif maddeleri derinin daha derin katmanlarina iletme
potansiyelini dogrulamaktadir. Yapilan bir caligmada, Chen ve ark. ortalama cap1
166 nm olan CoQ10 yiiklii lipozomlar gelistirmistir (70). Layas ve ark. resveratrol
yiiklii lipozomlarin 197,4 + 102,4 ile 457,9 + 56,1 nm arasinda bir boyut araligi
ortaya ¢ikardigini bildirmistir (71). Vijayakumar ve ark. vezikiil biyiikliga 125.5
+ 9.25 nm ila 134.2 £ 9.13 arasinda degisen resveratrol ve E vitamini igeren
lipozomlar gelistirmis ve sonikasyon siiresinin arttirilmasinin, trans-resveratrol ve
D-a-tokoferol igeren lipozomlarin hazirlanmasi sirasinda vezikiil boyutunda
degisikliklere yol actigmi gostermistir (72). Bu bilgiler 1s18inda, bu tez
caligmasindaki lipozomlarin pargacik boyutunun 100 nm'nin altinda olmasinin,

sonikasyon siiresinin daha uzun olmasindan kaynaklandigi sdylenebilir.

Zeta potansiyeli, lipozomlarin stabilitesinin degerlendirilmesi i¢in dnemli
bir parametredir. Vanaja ve ark. zeta potansiyel degeri +30 mV'den biiyiik ve -30
mV'den kiclk olan kolloidal sistemlerin stabil oldugunu bildirmistir (73). Tez
calismasinda, hazirlanan tiim lipozomal formiilasyonlarin negatif yiizey yiikii
vardi; bu, lipozomal dispersiyonlarin homojen bir dagilima sahip oldugunu ve daha

stabil oldugunu gosterdi. Zeta potansiyellerinin negatifligi, fosfolipitlerin



fonksiyonel gruplar1 negatif yiikli oldugundan fosfolipidlerin varligindan
kaynaklanmaktadir. Literatiire gore, 30 mV'den fazla zeta potansiyeline sahip
lipozomal dispersiyonlar stabil olarak kabul edilmekte ve 30 mV'den az olan
lipozomlar, diisiik elektrostatik itme ve van der Walls etkilesimlerinin iistesinden
gelinmesi nedeniyle topaklanma egilimi gostermektedir. Zeta potansiyeli 30 mV'un
altindaysa cekici kuvvetler, itici elektrostatik kuvvetleri yenerek topaklagsmaya
neden olmaktadir (73). Vijayakumar ve ark. zeta potansiyelleri -37,26 = 1,16 mV
ile -64,35 + 0,16 mV arasinda ve polidispersite indeksi 0,182 + 0,03 ile 0,265 +
0,01 arasinda olan resveratrol ve E vitamini igeren lipozomlar gelistirmistir (71).
Gokee ve ark. CoQ10 yiiklii lipozomlarin zeta potansiyelinin -36,6 £ 0,9 mV ve
PDI 0,458 + 0,03 oldugunu géstermistir (55). Tez ¢alismasinin zeta potansiyeli
Olctimleri ile ilgili olarak, tiim lipozomal formiilasyonlarin zeta potansiyelleri kabul
edilebilir aralik dahilinde bulundu (Tablo 4-22, Tablo 4-23, Tablo 4-24, Tablo 4-
25, Tablo 4-26); bu, arastirilan formiilasyonlarin karakterizasyon sonug¢larimin daha
once yaymlanmis verilerle uyumlu oldugunu gdosterdi. Yeni gelistirilen lipozomal
formiilasyonlarin partikiil boyutu dagilimi 0,3'lin altindaydi, bu da lipozomlarin

homojenligini gdsterdi.

Formiilasyonlarin ¢esitli saklama kosullarinda (4°C, 25°C, 40°C £+ %60
bagil nem) stabilitelerini analiz etmek amaciyla vezikiil boyutu, polidispersite
indeksi, zeta potansiyeli, pH ve kapsillenen aktif madde miktarlar1 farkli
zamanlarda (0, 7, 30, 60, 90 ve 180. giinde) olgiildi ve karsilastirildi. RSV-Lipo,
CoQ10-Lipo, VitE-Lipo ve RSV-CoQ10-VitE-Lipo formiilasyonlarinin 180 giin
boyunca 4°C, 25°C, 40-C sicaklik ve %60 = 5 nem ortaminda saklanmasindan
sonra yapilan degerlendirmede tiim lipozomlarin damlacik biiyiikliigliniin arttig
ancak kabul edilebilir aralikta oldugu saptandi. Polidispersite indeksi tiim
lipozomlarda artarken (Tablo 4-13, Tablo 4-15, Tablo 4-17, Tablo 4-19, Tablo 4-
21), kabul edilebilir aralikta oldugu gozlendi. Lipozomal formiilasyonlarin zeta
potansiyeli ve pH degerlerinde anlamli bir degisim olmadigi saptandi, bu da

lipozomlarin stabil oldugunu gosterdi.

Kapsiilleme  verimlilikleri gz oOnline alindiginda, RSV-Lipo
formiilasyonunda hazirlandiktan sonra (sifirinci giin) kapsiillenen resveratrol

miktar1 % 95,27 £0,98, CoQ10-Lipo’da kapsiillenen koenzim Q10 miktar1 %96,75



11,06, VitE-Lipo’da kapsiillenen vitamin E miktar1 %96,86 +0,92 olarak bulundu.
RSV-CoQ10-VitE-Lipo’daki etken madde miktarlar1 ise resveratrol icin %94,97
10,85, koenzim Q10 icin %95,88 £0,75, vitamin E icin %95,63 +£0,55 olarak
bulundu. 180 giinliik saklamadan sonra lipozomlarin aktif madde igeriginde hafif
bir azalma vardir, ancak tiim degerler %60'n iizerindedir, bu da tiim lipozomal
formiilasyonlarin yiiksek stabiliteye sahip oldugunu gosterir. Vanaja ve ark.
kapsiilleme etkinlikleri sirasiyla >%90 ve >79 olan RSV ve VitE lipozomlarini
gelistirmislerdir (73). Bu ¢alismada, tiim lipozomal formiilasyonlarin kapsiilleme
etkinliginin 90'dan yiiksek olmasi, lipozomlarin hizla bozunma egilimi gdsteren
aktif maddelerin stabilitesini arttirmak i¢in uygun tasiyici sistemler olabilecegini
kanitlamaktadir. Urano ve ark., a-tokoferoliin lipozomlarin membran 6zelliklerini
sulu ¢oziinen maddelere kars1 daha az gegirgen hale getirerek ve protein kaynakli
bozulmaya kars1 direncli hale getirerek stabilitelerini arttirdigini ortaya koymustur
(74). Eriksson yaptigi calismada, koenzim Q10’un membranin hidrofilik
maddelere ve suya kars1 gecirgenligini azaltarak, lipozomlar1 deformasyona kars1
direncli hale getiren, lipid membranlar izerinde genel bir stabilize edici etkiye
sahip oldugunu gostermistir (75). Bu tez calismasinda, 40-C’de 180. gunun
sonunda RSV-Lipo’daki bozunmadan kalan resveratrol miktar1 %68,03 £0,93 iken
RSV-Co0Q10-VitE-Lipo’daki bozunmadan kalan resveratrol miktar1 %80,08 +0,82
olarak bulunmustur. Bu durum, formiilasyonda kullanilan diger antioksidanlarin
(VitE ve CoQ10) varliginin, formiilasyonun stabilitesinin arttirtlmasina yardimet

oldugunu gostermektedir.

Aktif maddelerin ve deriye uygulanacak driinin sitotoksisitesinin
belirlenmesi ¢ok onemlidir. Bu amagla tez ¢alismasinda, RSV, CoQ10 ve VitE'nin
toksik konsantrasyonunu belirlemek i¢cin MTT testi yapildi. RSV, CoQ10 ve VitE
ile lipozomlarin 1929 fare fibroblast hiicre canliligi tizerindeki etkileri 24 saat
boyunca gozlemlendi (74). Lipozomda kullanilacak lipitlerin hicrelere etkisini
gormek icin etken madde igermeyen, sadece soya lesitini ve kolesterolden olugan
lipozomlar hazirlandi ve MTT testine tabi tutuldu. MTT sonuglari, aktif
bilesenlerin kullanilan %1 konsantrasyonunda %80’den yiiksek hiicre canlilig
degerleri ile hiicresel toksisiteye neden olmadigini gosterdi. Bu nedenle lipozomal
formilasyonlarda bu konsantrasyonlar kullanildi. Ayrica bos lipozomlar, RSV-
Lipo, CoQ10-Lipo, VitE-Lipo ve RSV-CoQ10-VitE-Lipo formiilasyonlart MTT



test sonuclaria gore hiicresel toksisiteye neden olmadi. Hiicre canliliginin %80'in
Uzerinde oldugu goriildii. Vanaja ve ark. resveratrol ve E vitamini igeren
lipozomlara maruz birakilan hiicrelerin MTT testi ile hiicre canlilifinin %90'1n
tizerinde bulundugunu bildirmislerdir (73). Bu bilgiden hareketle, bu tez
caligmasinda hazirlanan lipozomlarin hiicre canlilig1 sonuglari uygun ve literatlr

ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Tez caligmasinda dort farklt lipozomal formiilasyon ve krem
formiilasonundan aktif bilesenlerin gegisi seliiloz asetat membrandan (0,45 pm) ve
domuz derisinden in vitro incelendi. Lipozomlarda tutulan RSV, CoQ10 ve
VitEnin in vitro difiizyon testi Franz difiizyon hiicresi kullanilarak yapildi. Donor
faz olarak RSV-Lipo, CoQ10-Lipo, VitE-Lipo, RSV-CoQ10-VitE-Lipo
formiilasyonlar1 ve RSV-C0Q10-VitE-Krem kullanildi. In vitro ortamda gegisin
incelenmesi igin 0,5 ile 1,2,3,4,5,6. saatlerin sonunda alic1 soliisyonundan numune
alind1 ve aktif madde igerigi HPLC ile belirlendi. Domuz derisinden gegisin
incelenmesi i¢in 2,4,6,8,24. saatlerin sonunda alic1 soliisyonundan numune alindi
ve aktif madde icerigi HPLC ile belirlendi. Reseptor soliisyonu olarak HCO-60:
etanol: PBS (2:20:78, v/v/v) soliisyonu kullanildi. RSV, CoQ10 ve VitE'nin suda
¢cOziinlirligli disiik oldugundan aktif bilesiklerin penetrasyonunu arttirmak igin
HCO-60 ve etanol kullanildi. Reseptor ¢ozeltisinde resveratroliin ¢oziiniirligii 42
mg/ml, koenzim Q10’un ¢dziliniirliigi 3 mg/ml, vitamin E’nin ¢ézlintirligi 20,5
mg/ml olarak bulundu. Tiim formiilasyonlar arasinda, ii¢ aktif maddenin
membrandan gegen eden miktarlart en yiikksek RSV-CoQ10-VitE-Lipo
formilasyonuna aitti. En diisiik gecen resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E
miktarlart RSV-C0Q10-VitE-Krem’de goriildi. Bu durum lipozomlarin deriye
yiiksek derecede niifuz edebilme yeteneginin bir sonucudur. Lipit bilesimleri ve
yapilart bakimindan biyolojik membranlarla olan benzerliklerinden dolay:

lipozomlar, tutulan aktif maddelerin penetrasyonunu arttirirlar (44, 46).

Resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E’nin in vitro permeasyonu seliiloz
asetat membrandan ve domuz derisinden karsilastirildi (Tablo 36-59, Sekil 38-73).
Ug aktif maddenin de permeasyonlar1 i¢in seliiloz asetat membran ve domuz derisi
karsilastirildiginda; seliiloz asetat membranin permeasyon katsayisi domuz

derisinden daha yiiksektir. Tez c¢alismasinda elde edilen salim verileri



degerlendirildiginde, ak1 degerlerine bakildiginda; tiim formiilasyonlar i¢in seliiloz
asetat membranda domuz derisine gére daha yiiksek ak1 gézlenmistir. Bu durumun,

stratum corneum’un bariyer 6zelliginden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Resveratrolln seliiloz asetat membrandan ve domuz derisinden in vitro
permeasyonu karsilastirildiginda, seliiloz asetat membrandan Fick Yasasi’na gore,
domuz derisinden Higuchi Kinetik Modeli’ne uygun oldugu goriilmiistiir.
Transresveratroliin domuz derisinden permeasyonu, literatiir ile uyumlu sekilde,
RSV-Lipo i¢in 0,974, RSV-CoQ10-VitE-Lipo i¢in 0,9769 ve RSV-C0Q10-VitE-
Krem igin 0,8046 R? degerleri ile Higuchi Kinetik Modeli’ne uymaktadir (276).
Aki (gecis hiz1) degerleri incelendiginde, resveratrol icin en yiiksek aki degerleri
(selilloz asetat membrandan Fick Yasasi’'na gére 326,97 mcg/cm?/sa, domuz
derisinden Higuchi Kinetik Modeli’ne gore 199,76 mcg/cm?/sa) RSV-CoQ10-Vit-
E-Lipo formilasyonuna aittir.

Koenzim Q10’un seliiloz asetat membrandan ve domuz derisinden in vitro
permeasyon verileri karsilastirildiginda, seliiloz asetat membrandan Fick Yasasi’na
(Tablo 4-50), domuz derisinden Higuchi Kinetik Modeli’ne (Tablo 4-51) uygun
oldugu goriilmiistiir. Aki degerleri incelendiginde, koenzim Q10 igin en yiiksek ak1
degerleri (seliiloz asetat membrandan Fick Yasasi’na gore 384,58 mcg/cm?/sa,
domuz derisinden Higuchi Kinetik Modeli’ne gore 277,99 mcg/cm?/sa) RSV-
CoQ10-Vit-E-Lipo formilasyonuna aittir.

Vitamin E’nin seliloz asetat membrandan ve domuz derisinden in vitro
permeasyon verileri karsilastirildiginda, seliiloz asetat membrandan Fick Yasasi’na
(Tablo 4-58), domuz derisinden Higuchi Kinetik Modeli’ne (Tablo 4-59) uygun
oldugu goriilmiistiir. Ak degerleri incelendiginde, vitamin E igin en yiiksek aki
degerleri (selilloz asetat membrandan Fick Yasasi’na gore 381,32 mcg/cm?/sa,
domuz derisinden Higuchi Kinetik Modeli’ne gére 277,58 mcg/cm?/sa) RSV-
CoQ10-Vit-E-Lipo formilasyonuna aittir.

Antioksidan  aktivite icin DPPH radikal temizleme aktivitesi
spektrofotometrik olarak olcildd. In vitro permeasyon calismalart sonunda etken
madde miktar1 ve antioksidan etkisi belirlendi. Nashine ve ark., Trotta ve ark.
yaptiklari ¢alismalarda resveratrol formiilasyonlarinin DPPH serbest radikallerinin

%S50'sinden fazlasini temizleme aktiviteleri gosterdigini bildirmislerdir (80, 81).



Cervellati ve ark. CoQ10'un antioksidan aktivitesinin %50'den yiiksek oldugunu
bildirmistir (82). Bu ¢alismada, hem seliilloz asetat zarindan hem de domuz
derisinden alman salim numunelerinin, 24 saat sonra DPPH- radikalinin
%50'sinden fazlasini temizleyebildigi goriilmistir (Tablo 4-60, Sekil 4-74).
Sonuglar daha 6nce yayinlanan verilerle uyumludur. Antioksidan etki sonuglarina
iliskin olarak, lipozomal formiilasyonlardan salinan numunelerin DPPH temizleme
aktivitesi, antioksidan krem formilasyonundan daha yuksekti. Bu durum,
lipozomal formiilasyonlardan antioksidanlarin yeterli miktarda salindigim
dogrulamaktadir. RSV-CoQ10-VitE-Lipo formulasyonunun antioksidan aktivitesi
%90'1n tizerinde bulunmustur. Domuz derisinden in vitro salim numunelerine ait
antioksidan aktivite testinde, RSV-Ko0Q10-VitE-Krem’in DPPH siipiiriicii
aktivitesi %21,48 + 1,7, RSV-Lipo’nun %51,28 + 2,4, CoQ10-Lipo’nun %52.,45
+0,9, VitE-Lipo’nun %55,30 + 1,2, RSV-CoQ10-VitE-Lipo ise %81,36 + 1,1
olarak bulunmustur. Antioksidan aktivite sonuglar1 agisindan RSV-Co0Q10-VitE-
Lipo diger formiilasyonlara gore anlamli derecede yiiksektir. RSV-CoQ10-VitE-
Lipo’nun antioksidan aktivitesi, konvansiyonel kremin antioksidan aktivitesinin
yaklagik 4 katidir. Ayrica, RSV-C0Q10-VitE-Lipo’nun radikal siipiiriicii aktivitesi,
diger liposomal formiilasyonlardan (RSV-Lipo, CoQ10-Lipo, VitE-Lipo) yaklasik
%50 daha fazladir. Bu durumun, aktif bilesiklerin kombinasyon halinde
kullanildiklarinda artan antioksidan etkilerine baglanabilecegi diislintilmektedir.
Kagan ve ark. koenzim Q10 ve E vitamininin antioksidan aktivitesinin sinerjistik
oldugunu, bir araya geldiklerinde daha yiiksek antioksidan etki gosterdiklerini
gostermistir. Lipit ¢ift katmanda CoQ10 ve VitE birbirleriyle etkilesime girerler ve
bu durum, VitE'nin geri doniisiimiiyle sonuglanir. Bu islem sirasinda bir siiperoksit
tiketilir. Bu nedenle CoQ10 ve VitE'nin antioksidan aktivitesi birlestirildiginde
artar (62). Resveratroliin lipozomlar halinde verilmesini takiben baska bir
antioksidan (C vitamini) ile birlestirildiginde antioksidan etkisini karsilastiran
yayinlanmig bir calismada yazarlar, RSV'nin radikal temizleme etkisinin C
vitamini varliginda arttifin1 belirtmislerdir (79). Benzer sekilde lipozomal
formulasyondaki resveratroliin antioksidan etkisinin E vitamini eklenmesiyle
arttig1 bildirilmistir (73). Bu ¢alismada RSV-CoQ10-VitE-Lipo, deriye daha iyi
gecis ve yliksek antioksidan aktivite nedeniyle optimum formiilasyon olarak

secilmistir.



Optimum formulasyon olarak segilen RSV-C0Q10-VitE-Lipo'nun yapisini
analiz etmek i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Keseciklerin
SEM goriintiileri, ortalama parcacik boyutu dagilim sonuglariyla uyumlu

bulunmustur.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda resveratrol, koenzim Q10 ve vitamin E
iceren lipozom formiilasyonu hazirlanmistir. Hazirlanan formiilasyon, resveratrol
iceren lipozom (RSV-Lipo), koenzim Q10 igeren lipozom (CoQ10-Lipo), vitamin
E iceren lipozom (VitE-Lipo) ve ayni antioksidan kombinasyonunu igeren
konvansiyonel bir krem (RSV-CoQ10-VitE-Krem) ile in vitro rtamda
karsilastirilarak incelenmistir. In vitro salim ¢alismasi sonucunda, 6 saat sonrasinda
tim etken maddeler i¢in en yiiksek miktarda ge¢isin RSV-C0Q10-VitE-Lipo
formulasyonundan oldugu goriilmiistiir. Domuz derisinden in vitro salim galigmasi
verileri incelendiginde, domuz derisinden gegen en yliksek antioksidan miktarinin
tlm aktif maddeler igin RSV-CoQ10-VitE-Lipo formiilasyonu ile ger¢eklestirildigi
saptanmistir. Hazirlanan formiilasyonlarin antioksidan aktiviteleri incelendiginde,
en yiiksek DPPH radikal stpdiricl aktivite RSV-CoQ10-VitE-Lipo formulasyonu
gecis drneklerinde goriilmiistiir. Domuz derisinden in vitro salim numunelerine ait
antioksidan aktivite testinde, RSV-CoQ10-VitE-Lipo o6rneklerinin antioksidan
aktivitesi konvansiyon kreme gore yaklasik 4 kat daha fazla, diger lipozomal
formiilasyonlarin (RSV-Lipo, CoQ10-Lipo, VitE-Lipo) DPPH aktivitelerine gore
ise %50 daha fazladir. Bu verilere dayanarak, antioksidan maddelerin lipozomlara
kapstillenmesinin stabilitelerini arttirabilecegi, derinin bariyer tabakasini agsmada
daha etkili olacagt ve bodylece daha yiiksek antioksidan aktivite ile cilt

yaslanmasina kars1 etki saglanacagi ongdoriilmiistiir.
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