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OZET

HIPOPIGMENTASYON PROBLEMINE YONELIK BITKISEL iCERIKLi TOPIKAL
NANOEMULSIYONLARIN HAZIRLANMASI, KARAKTERiZASYONU VE iN
VIiTRO DEGERLENDIRILMESi

Burcu OZKAN

Biyomuhendislik Anabilim Dal

Yiksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Rabia CAKIR KOC

insan derisi, beyazdan kahverengiye, kahverengiden siyaha kadar genis bir aralikta
farkli renk ve tona sahiptir. Bu durumun sebebi, ciltte bulunan melanin ismindeki
kimyasal olarak inert ve stabil bir pigmentin varligi ve miktaridir. Melanin pigmentinin
sentezinden sorumlu biyokimyasal bir yolak olan melanogenez, melanosit hiicrelerinde
melanozomlar olarak adlandirilan organallerde meydana gelen kompleks bir olaydir. Bu
sire¢ bozuldugunda, ciltte hipopigmentasyon veya hiperpigmentasyon olarak
siniflandirilan farkli pigmentasyon hasarlari meydana gelmektedir. Pigment hiicreleri
olan melanositler, vitiligo gibi cilt rahatsizliklarinda fonksiyonel epidermal
melanositlerin kaybi nedeniyle blyik ol¢lide yok olmaktadir. Bu nedenle de deride
depigmente olmus lezyonlar meydana gelmektedir.

Gunlmuzde vitiligo hastaliginin tedavisinde; cilde kortikosteroidlerin uygulanmasi ve
cilt pigmentasyonunu yeniden kazandirmak icin UV radyasyon kullanilarak uygulanan
fototerapi gibi yontemler kullanilmaktadir. Ancak bu tedavi yontemlerinin uzun vadede
lekeli ve dlizensiz bir pigmentasyona neden oldugu, cilt kanserine yol actigl ve her
zaman etkili olmadigi bilinmektedir. Pigmentasyon hasarlarinin hastanin yasam kalitesi
Uzerinde 6nemli bir etkiye sahip olmasi, tedavilerindeki tatmin edici olmayan sonuglar
ve bu tedaviler sonucu siklikla ortaya ¢ikan yan etkiler nedeniyle, ila¢ ve kozmetik
endustrileri devamli olarak yeni ¢ézlimler arastirmaktadir.
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Piperin, karabiberdeki oleoresinden elde edilen, Piper longum L. ve Piper nigrum L.’nin
aci tadini veren bir alkoloiddir. Pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahip olan piperinin, son
zamanlarda vyapilan arastirmalarda cilt pigmentasyonunu stimile ederek ve
pigmentasyonun tekrar meydana gelmesini saglayarak, bu mekanizma lizerine de etkili
oldugu gosterilmistir. Bu bulgularin, daha iyi sonuclar elde etmenin yaninda potansiyel
tedavilerin gelistiriimesine yol acabilecegi dislintilmektedir. Ayrica vitiligo tedavisinde
UV radyasyona duyulan ihtiyaci azaltarak deri kanseri riskini de dlisirme olasigi
yuksektir.

Nanoteknolojinin tibbi ve farmasotik preparatlarin  Gretiminde kullanimi  son
zamanlarda giderek artmaktadir. Nanoteknoloji alaninda inovatif triin gelistiriimesini
saglayan baglica teknolojilerden biri de nanoemiilsiyonlardir. Nanoemdilsiyonlar (NE),
dogal ya da sentetik yaglarin, surfaktan ve kosurfaktanlarla birlikte hazirlandigi ve 500
nm’nin altinda damlacik boyuna sahip izotropik karisimlardir. Nanoemidilsiyonlarin
klasik emulsiyonlara kiyasla daha yiiksek stabilite ve kontrolli salim saglamasi, istenen
cilt tabakalarina aktif maddeleri tasiyabilmesi, aktif gida ve ilag bilesenlerinin
¢OzlinUrlGglini, tasinmasini, dagilabilirligini, biyoyararlanimini ve biyoerisebilirligini
arttirmasi sayesinde onemli bir sistem haline gelmistir.

Bu tez calismasinda, diinyada ve llkemizde ilk kez olarak, literatlirde farkli calismalar
ile melanin pigmentinin olusumunu arttirdigi ispatlanan ancak nanoemiilsiyon seklinde
kullanimi bulunmayan piperinin, melanogenezi stimile ederek vitiligo gibi bazi
hipopigmentasyon hastaliklarini  gidermeye yonelik topikal nanoemiilsiyon
formuilasyonu gelistirilmistir. Bu kapsamda, oncelikle piperinin formilasyonlardaki
miktarinin tayini icin UV spektrofotometrede yontem belirlenmis ve bu yontemin
analitik validasyon calismalari yapilmistir. Daha sonra, formilasyon bilesiminde yer
alan maddeler ve bu maddelerin konsantrasyonlari belirlenmis ve tiretim yontemi olan
ultrasonikasyon prosesinin parametreleri optimize edilmistir.

Piperin NE’leri, 15 mg, 30 mg, 150 mg, 300 mg ve 600 mg icerecek sekilde
hazirlanmistir.  Sonrasinda, formiulasyonlara hizlandirilimis stabilite testleri olan
santrifiij ve termal testler uygulanarak, kinetik ve termodinamik stabilite agisindan 6n
bir degerlendirme yapilmistir. Bu testler sonucunda stabil kalan formilasyonlar
secilmistir ve fizikokimyasal stabilite testlerine tabi tutulmustur. 3 ay boyunca, 3 farkli
kosulda (oda sicakhginda, 251+2°C ve %65 relatif nem, buzdolabinda, 5+3°C ve
iklimlendime kabininde, 40+2°C ve %75 relatif nem) bekletilen formilasyonlarda
belirlenen zaman araliklarinda (1. glin, 1. ay, 2. ay, 3. ay) pH, iletkenlik, viskozite,
ortalama damlacik boyutu, Pdl degerleri, zeta potansiyeli ve etkin madde icerik
analizleri yapilmistir.

Bu tez calismasinin sonucunda gelistirilen piperin NE’leri kullanilarak, konvansiyonel
tedavi yontemlerine kiyasla daha iyi tedavi sonuglari elde etmenin yaninda potansiyel
tedavilerin de gelistirilmesi hedeflenmektedir. Ayrica, hazirlanan nanoteknolojik
drinin vitiligo tedavisinde UV radyasyona duyulan ihtiyaci azaltarak, deri kanseri
riskini de dustrebilecegi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Piperin, vitiligo, topikal, nanoemdilsiyon, melanogenez,
pigmentasyon
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ABSTRACT

PREPERATION, CHARACTERIZATION AND IN VITRO EVALUATION OF
TOPICAL NANOEMULSIONS FOR HYPOPIGMENTATION DISORDERS

Burcu OZKAN

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Assist.Prof. Rabia CAKIR KOC

Human skin has a wide range of different color from white to brown and brown to
black. This situation is based on the presence of a chemically inert and stable pigment
named melanin in the skin.

Melanogenesis is a biochemical and complex pathway that is which occurs in
melanocyte cells that is found in organelles called melanosomes and responsible for
the synthesis of melanin pigment. Different skin pigmentation defects classified as
hypo or hyperpigmentation occur when this process is disrupted.

The pigment cells, melanocytes, are destroyed due to the loss of functional epidermal
melanocytes in the skin condition vitiligo. Therefore, depigmented skin lesions occur
on the skin. However, these treatments lead to irregular pigmentation and skin cancer
in the long term and they are not always effective. Pharmaceutical and cosmetic
industries are constantly researching new solutions because of a significant impact of
pigmentation diseases on a patient's life quality, unsatisfactory results of treatment
and side effects of conventional treatments.

Piperine is an alkaloid obtained from oleoresin pepper and it gives bitter taste to Piper
longum L. ve Piper nigrum L. Piperine with many biological activities stimulates the skin
pigmentation and provides the re-occurrence of pigmentation. These findings may
lead to better results in the development of potential treatments. The risk of skin
cancer may dicrease by reducing the need for UV irradiation treatment of vitiligo.
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The use of nanotechnology in medical and pharmaceutical preparates has been
increasing recently. Nanoemulsion is one of the technique that provides the
development of innovative products in the field of nanotechnology. Nanoemulsions
are isotropic mixture with droplets sizes below 500 nm and they are prepared by
combining natural or synthetic oils, and the surfactant and cosurfactants.
Nanoemulsions have become important system due to their greater stability and
controlled release compared to conventional emulsions, they are able to carry active
ingredients to the desired skin layer and they increase bioavailability, dispersibility of
the food and pharmaceutical active ingredients.

In this thesis, topical nanoemulsions that is intended to treat some of
hypopigmentation disorders such as vitiligo by stimulating melanogenesis of piperine
which is proven to increase the formation of melanin pigment by different studies in
the literature were developed.

In this context, first UV spectrophotometry method selected for the determination of
the amount of piperine in the formulation and analytical validation studies of this
method have been made.

Then, substances in the formulations and their concentrations were determined and
manufacturing method the ultrasonication process parameters were optimized.
Nanoemulsions were prepared that contain 15 mg, 30 mg, 150 mg, 300 mg ve 600 mg
of piperine.

Pre-evaluation of stability was made in terms of kinetic and thermodynamic by
applying centrifuge and accelerated thermal tests.

Stable formulations were selected according to test results and subjected to physico-
chemical stability tests and physicochemical stability tests were carried out with
selected formulations.

pH, conductivity, viscosity, average droplet size, Pdl values, zeta potential and active
ingredient content analyzes were conducted with the formulations at 3 different
conditions (room temperature, 25 + 2°C and 65% relative humidity, in the refrigerator
at 5 £ 3°C and in air conditioning cabin to 40 £ 2°C and 75% relative humidity) at the
specified time for 3 months.

As a result of this study, it is aimed to develop potential therapies and as well as obtain
better therapeutic outcomes than conventional treatments by using piperine
nanoemulsions. Further, it is expected to the prepared nanotechnological product
reduce the risk of skin cancer by reducing the need for UV irradiation in treatment of
vitiligo.

Keywords: Piperine, vitiligo, topical, nanoemulsion, melanogenesis, pigmentation
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Melanogenez farkl evrelere sahip kompleks bir siirectir. Bu siire¢ bozuldugunda, hipo
veya hiperpigmentasyon olarak siniflandirilan farkh pigmentasyon hasarlari meydana

gelmektedir [1-3].

Pigment hiicreleri olan melanositler, vitiligo gibi cilt rahatsizliklarinda fonksiyonel
epidermal melanositlerin kaybi nedeniyle biliyik olclide yok olmaktadir. Bu nedenle de
deride depigmente olmus lezyonlar meydana gelmektedir [4]. Glinimiizde vitiligo
hastaliginin tedavisinde kullanilan yontemler; cilde kortikosteroidlerin uygulanmasini
ve cilt pigmentasyonunu yeniden kazandirmak icin UV radyasyon kullanilarak
uygulanan fototerapiyi icermektedir [5]. Ancak bu tedavi yontemlerinin uzun vadede
bircok yan etkisinin oldugu ve her zaman etkili olmadigi bilinmektedir. Yapilan
arastirmalarda, ozellikle kortikosteroid tedavisinin uygulandigl hastalarin %25'inden
daha azinda basarili sonuglar elde edildigi bildirilmistir. UV radyasyon ile tedavide ise;
lekeli ve diizensiz bir pigmentasyon elde edilirken, uzun vadede cilt kanserine yol agma

riski s6z konusudur [6, 7].

Pigmentasyon hasarlarinin hastanin yasam kalitesi Gzerinde énemli bir etkiye sahip
olmasi ve tedavilerindeki tatmin edici olmayan sonuglar nedeniyle, ila¢ ve kozmetik
endistrileri devamli olarak yeni ¢oziimler arastirmaktadir [8, 9]. Piper longum L. (uzun
biber) ve Piper nigrum L. (karabiber) (Piperaceae), geleneksel olarak Hint tibbinda ve
genel olarak bir baharat olarak kullanilmaktadir. Piperin, karabiberdeki oleoresinden

elde edilen, Piper longum L. ve Piper nigrum L.’nin aci tadini veren bir alkoloiddir [10].



Literatlirde bu bilesenin, antidepresan, biyolojik aktiviteyi arttirici, antioksidan, anti-
platelet antiinflamatuar, antihipertansif, hepatoprotektif, antitiroid, antitimoral ve

antiastmatik gibi pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmigtir [11].

Son zamanlarda, piperinin bu biyolojik aktivitelerinin yani sira pigmentasyon
mekanizmasi lizerine de etkili oldugu saptanmistir. King's College London'dan bir grup
bilim adami, karabibere onun baharatli, keskin tadini veren temel alkoloid piperini
kesfetmiglerdir. Piperin ve sentetik tlrevlerinin cilt pigmentasyonunu stimiile ettigini
ve ciltte pigmentasyonun tekrar saglanmasinda etkili oldugunu gostermislerdir [7].
Soumyanath ve ark.lan tarafindan yiritilen calismada, piperin in vitro ortamda
melanosit proliferasyonunu arttirmistir. Piperinin, protein kinaz C stimilasyonu yoluyla
etki ettigi gosterilmistir [12]. Yapilan diger bir calismada, piperinin sulu ekstresi (0,1
mg/ml) ile 8 gin icinde fare melanosit hatti kiltirinun blylimesinin yaklasik %300

oraninda uyarilmasinin saglandigi gdzlenmistir [13].

Bu tez calismasinda, literatlirde pigmentasyon (zerine etkinligi ispatlanmis piperin
iceren  hipopigmentasyon rahatsizliklarinda  kullanilmasi  amacglanan topikal
nanoemdiilsiyon formulasyonlari hazirlandi. Bu kapsamda, oOncelikle piperinin
formulasyonlardaki miktarinin tayini icin UV spektrofotometrede yontem belirlendi ve
bu yontemin analitik validasyon c¢alismalari yapildi. Daha sonra, formilasyon
bilesiminde yer alan maddeler ve bu maddelerin konsantrasyonlari belirlendi ve Gretim
yontemi olan ultrasonikasyon prosesinin parametreleri optimize edildi. Piperin NE’leri,
15 mg, 30 mg, 150 mg, 300 mg ve 600 mg icerecek sekilde hazirlandi. Sonrasinda,
formilasyonlara hizlandirilmis stabilite testleri olan santrifiij ve termal testler
uygulanarak, kinetik ve termodinamik stabilite agisindan 6n bir degerlendirme yapildi.
Bu testler sonucunda stabil kalan formilasyonlar secildi ve fizikokimyasal stabilite
testlerine tabi tutuldu. 3 ay boyunca, 3 farkli kosulda (oda sicakliginda, 25+2°C ve %65
relatif nem, buzdolabinda, 5+3°C ve iklimlendime kabininde, 40+2°C ve %75 relatif
nem) bekletilen formilasyonlarda belirlenen zaman araliklarinda (1. glin, 1. ay, 2. ay, 3.
ay) pH, iletkenlik, viskozite, ortalama damlacik boyutu, Pdl degerleri, zeta potansiyeli

ve etkin madde icerik analizleri yapildi.



1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinda, literatlirde farkh calismalar ile melanin pigmentinin olusumunu
arttirdig1 ispatlanan ancak nanoemdiilsiyon seklinde kullanilmamis piperinin,
melanogenezi stimiile ederek vitiligo gibi bazi hipopigmentasyon hastaliklarini
gidermeye yonelik topikal nanoemilsiyon formilasyonlarinin  gelistirilmesi
amaglanmistir. Bu kapsamda, formilasyon ve karakterizasyon galigmalari yapildiktan
sonra segilen nanoemdiilsiyonlar Uzerinde hizlandirilmis stabilite ve fizikokimyasal

stabilite testleri yuratilerek en uygun formdlasyon tespit edilmistir.

1.3 Hipotez

Bu tez calismasinda, literatlirde pigmentasyon (zerine etkinligi ispatlanmis piperin
iceren  hipopigmentasyon rahatsizliklarinda kullanilmasi  amacglanan topikal
nanoemiilsiyon  formulasyonlari  hazirlanmistir.  Elde edilen  formilasyon,
karakterizasyon ve stabilite calismalarinin ardindan piperinin biyolojik aktivitesinden en
yliksek oranda vyararlanilabilecek, nano skalada damlacik boyutuna sahip,
fizikokimyasal olarak stabil olan topikal bir Girlin olarak gelistiriimesi hedeflenmektedir.
Boylece elde edilen formulasyon ile, konvansiyonel tedavi yontemlerine kiyasla daha
iyi tedavi sonuglari elde etmenin yaninda potansiyel tedavilerin de gelistiriimesi
beklenmektedir. Ayrica, hazirlanan nanoteknolojik Urinin vitiligo tedavisinde UV
radyasyona duyulan ihtiyaci azaltarak, deri kanseri riskini de duslrebilecegi

disinilmektedir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Nanoemiilsiyonlar

Nanoteknoloji, sekil ve boyut kontrol edilerek nanometre skalasinda (genellikle 0,1-100
um) sistemlerin tasarim, karakterizasyon, Gretim ve uygulamasini iceren innovatif bir
bilimdir. Nanoteknolojinin tibbi ve farmasotik Uriinlerde kullanimi son zamanlarda
giderek artmaktadir. Nanoteknolojiye dayal gelistirilen farmasotikler

“nanofarmasotikler” olarak adlandirilmaktadir [14].

Nanoteknoloji alaninda inovatif Griin gelistirilmesini saglayan baslica teknolojilerden
biri de nanoemdiilsiyonlardir (NE). Miniemulsiyonlar, ultra ince emdlsiyonlar veya
submikron emiilsiyonlar olarak da bilinen NE’ler, dogal ya da sentetik yaglarin,
surfaktan ve kosurfaktanlarla birlikte hazirlandigi metastabil (kinetik olarak stabil),

izotropik karisimlardir [15, 16].

NE’lerin karaktersitik boyutlari nedeniyle ¢iplak gozle bakildiginda seffaf veya yar
seffaf sekilde goralurler (Sekil 2. 1) ve sedimentasyon ve kremalasmaya karsl

dayaniklidirlar [17].



Sekil 2. 1 Damlacik boyutlari sirasiyla 35 nm ve 1 mm olan bir nanoemdlsiyonun (solda)
ve makroemiilsiyonun (sagda) gorilintisi [17]

Literatiirde NE’lerin ortalama damlacik boyutlarinin 50-1000 nm, 20-500 nm ve 100-
200 nm arasinda oldugu bahsedilmekle birlikte genellikle 50-500 nm araliginda
damlacik boyuna sahip olduklar bildiriimektedir [18]. NE’ler, aktif gida ve ilag
bilesenlerinin (6r; karotenoidler, a-tokoferol, antioksidanlar, coklu doymamis yag
asitleri, hidrofobik vitaminler, tat ve aroma maddeleri) ¢ozinirligind, tasinmasini,

dagilabilirligini, biyoyararlanimini ve biyoerisebilirligini arttirir.

Ayrica konvansiyonel emilsiyonlara kiyasla mikemmel enkapsilasyon sistemleri olarak

hareket edebilirler [19-21].

2.1.1 Nanoemiilsiyonlarin Avantajlari

1. NE’lerin ¢ok kiglk damlacik boyutuna sahip olmasi, yer ¢ekimi ve Brownian
hareketinde oOnemli 6l¢iide bir azalma meydana getirir. Boylelikle, kremalasma,
sedimentasyon, faz ayrimi, koalesans gibi klasik emdulsiyonlarin stabilite problemleri

engellenerek raf 6mrini uzatilir.

2. NE’'lerin genis ylzey alanina sahip olmasiyla aktiflerin cilde hizli ve etkili
penetrasyonu saglanabilir. Bu sayede, gecimsizlige neden olabilen kimyasal

penetrasyon arttiricilardan kaginilabilir.

3. NE’ler toksik ya da iritan olmadiklarindan cilde ve mukoz membranlara kolaylikla

uygulanabilirler.

4. Kivam arttirici kullanmadan ciltte hos ve estetik bir his meydana getirirler.



5. YUksek oranda surfaktan ile hazirlanan mikroemiilsiyonlarin aksine (genellikle % 20

civarinda veya daha fazla), NE’ler makul miktarda surfaktan ile hazirlanabilirler.

6. NE’lerin hazirlanmasinda kullanilan surfaktanlarin insan tiketimi icin givenli oldugu

onaylanmistir (GRAS).

7. NE’ler lipofilik bilesenlerin tasinmasinda, stabilite problemi olan lipozomlardan daha

uygun bir ortam olustururlar.

8. Biyoaktif etkilere sahip olduklarindan ciltteki su kaybini azaltarak, cildin bariyer

fonksiyonunu desteklerler.

9. i¢ fazdaki damlaciklari hidroliz ve oksidasyon gibi cevresel zararlardan korurlar [22,

23].

2.1.2 Nanoemiilsiyonlarin Dezavantajlari

1. NE’lerin hazirlanmasinda yiksek basingli homojenizatorler ve ultrasonikatorler gibi
pek cok 6zel uygulama tekniklerinin gerekli olmasi (6rnegin, mikroakiskanlastirici gibi

ekipmanlar, sadece son yillarda kullanilabilir hale gelmistir),
2. Kisisel bakim ve kozmetik endistrisinde NE’lerin Gretiminin pahali oldugu algisi,

3. Submikron damlaciklarin Gretim mekanizmalarini ve surfaktan ve kosurfaktanlarin

formilasyondaki roliinii anlamada bilgi eksikligi,

4. Klasik makroemdiilsiyon sistemlerine kiyasla NE’lerin kullanimiyla elde edilebilecek

faydalarin tam olarak bilinmemesi,

5. NE’lerin Uretiminde yer alan araylzey kimyasi ve NE’lerde goérilen en ciddi stabilite
problemi olan Ostwald olgunlasmasinin mekanizmasi hakkinda yetersiz bilgiye sahip

olunmasi,

6. Ostwald olgunlagsmasinin meydana gelmesini 6nlemek amaciyla kullanilabilecek
bilesenler hakkinda bilgi yetersizligi (6rnegin, cok distk ¢ozinurliikteki ikinci bir yag
fazinin veya yag-su araylzeyine gicli sekilde adsorbe olabilen polimerik bir surfaktanin

ilave edilmesi),

7. Maliyet ve faydalarin tam degerlendirmesi yapilmadan yeni sistemlerin

tanitilmasinda yasanan korku [23].



2.1.3 Nanoemiilsiyonlarin Olusum Mekanizmasi

Yag ve su fazlarinin serbest enerisi, olusan emilsiyondan her zaman daha dislk
oldugundan NE damlaciklar yalnizca kinetik olarak stabildir. Bu nedenle NE’ler

kendiliginden meydana gelemez [24].

Blylk emdilsiyon damlaciklarini nanodamlaciklara dontstirmek igin homojenizasyon
sirasinda Laplace basincini, p (Pa; kavisli araylzeyin konveks ve konkav taraflar
arasindaki basing farklihgl)) yenmek ve yag ve su fazlari araylizeyini pargalamak
amaciyla buylik bir ekstrernal kuvvetin (homojenizasyon basinci, Pa; her bir hacim

siviya uygulanan enerji) uygulanmasi gerekir [25, 26] (Denklem 2.1).

Laplace basinci, damlaciklari bozulmadan korumada rol oynayan yizeyler arasi kuvveti

karakterize eder [27].

—
P="= (2.1)

r(m): Damlaciklarin egrilik yaricaplari (damlaciklarin kiiresel oldugu varsayilmaktadir).
y (N m™): iki faz arasindaki yiizeyler arasi gerilim.

NE’lerin olusumunda, surfaktanlar yizeyler arasi gerilimi distrerek baslica rol oynar.
Laplace basinci ve bir damlacigi parcalamak icin gerekli olan stres azaltilir. Boylelikle

surfaktanlar, olusan yeni damlaciklari koalesanstan korur [23].

2.1.4 Nanoemiilsiyon Hazirlama Metodlari
Nanoemulsiyonlar temel olarak 2 kategori altinda hazirlanirlar.
1) Yiiksek enerijili metodlar

2) Dusuk enerjili metodlar



Yiksek enerji kullanilan metodlar su ve yag fazlarinin pargalanmasini ve kiglk
damlaciklar olusmasini saglayan ultrasonikatorler, yiksek kaymali karistiricilar,
mikroakiskanlastiricilar ve yiksek basingh homojenizatorler gibi mekanik ekipmanlar
icerirken, faz donisum sicakhgl (PIT), emdilsiyon donldsim noktasi (EIP) ve
kendiliginden emiilsifikasyon gibi distk enerjili metodlar ortam sartlarina bagh olarak
emilgatorlerin  kullanimi ile kendiliginden nano boyuttaki damlaciklarin olusmasi

esasina dayanir [15].

Yiiksek enerjili metodlarda partikil boyutu, formilasyon bilesimi ve ozellikleri ile
birlikte ekipman tipine ve Uretim sartlarina (zaman, sicaklik vb.) baghdir [28]. Yiiksek
enerjili metodlar, partikiil boyutunun daha fazla kontrol edilebilmesini ve bilesimde
kullanilan maddelerde genis bir secim sansi elde etmeyi saglarlar. Boylelikle, stabilite,
reoloji ve emilsiyon renginin kontrol edilebilmesi mimkiin olmaktadir. Bu metodlar,
endustriyel olcek blyltmeyi ve istenen 6zelliklerde NE’lerin Gretimini saglarken, isiya
hassas retinoidler ve proteinler, enzimler ve nikleik asitler gibi makromolekdller igin

uygun olmayabilir [16].

NE’ler, faz davranisi ve bilesenlerin 6zelliklerine bagh olarak son zamanlarda gelistirilen
ve ultra kicik damlaciklarin olusumunu destekleyen diisik enerjili metodlar ile de
hazirlanabilir [17, 22]. Distk enerjili metodlar, kiiglik damlaciklarin olusumu igin
sistemde depolanmis enerjiyi kullandiklarindan ilgi cekmektedir. Bu emdlsifikasyon,
sicaklik ve formilasyon bilesimi gibi hidrofilik lipofilik dengeyi (HLB) etkileyen
parametreler degistirilerek gerceklestirilebilir [29, 30].

2.1.4.1 Yiiksek Enerjili Metodlar

Mekanik ekipmanlarla, nano boyuttaki damlaciklarin olusmasi icin gerekli ylksek
parcalama glicl saglanabilir. Damlaciklarin kiigtk ve kiire halinde tutulabilmesi igin
yogun enerji gerekmektedir. NE olusturmak icin gerekli olan bu enerji Laplace basinci
tarafindan belirlenir. Bu basing damlacik yaricapi azaldik¢a ve ylzeyler arasi gerilim

arttikca artar.



istenen boyutta damlacigin olusturulabilmesi icin (iretim metodu, uygulanan enerjinin
blyuklugl, proses kosullari, formilasyonun bilesimi, fazlarin fizikokimyasal 6zellikleri
kritik 6nem tasir. Kullanilan yontemler arasinda; yliksek basin¢li homojenizasyon,
mikroakiskanlastirma, ylksek kaymali karistirma ve ultrasonik homojenizasyon

bulunmaktadir [15, 31].

Bu yontemlerle hazirlanan NE’lerde, yeterli miktarda surfaktan kullaniimadiginda,
zaman icerisinde koalesans gorilebilir. Bir diger onemli faktor ise surfaktanin
velositesidir. Eger surfaktan velositesi koalesans velositesinden dislkse, sistem stabil
olmayacaktir [32]. Bu faktor ozellikle yagda c¢ozinir surfaktanlarin kullanildigi ters
emilsiyonlar icin 6nemlidir. Bunun nedeni, organik fazdaki araylizeye diflize olan

surfaktan velositesinin su fazina diflize olandan daha diisiik olmasidir [33].

Yiiksek enerjili nanoemiilsifikasyon metodlari genel olarak hem su icinde yag hem de
yag icinde su tipi NE Uretiminde kullanilirken, formilasyonun bitin parametreleri
kontrol edilebildiginden polimerik nanopartikiil olusturulmasi adina da olduk¢a 6nemli
potansiyel tasimaktadir. Ayrica, monomerler, enkapsiile edici molekiller ve diger
yardimci maddeler emulsifikasyon prosesini etkilemez. Ancak, ek molekdllerin
enkapsiile edilmesi durumunda bu yardimci maddeler emiilsifikasyonda 6nemli hale
gelebilir. Fakat, duslk enerjili metodlardaki gibi, emdiilsifikasyon tamamen
surfaktanlarin fizikokimyasal 6zelliklerine bagh degildir. Peptid, protein, niikleik asit gibi
hassas molekiillerin enkapsilasyonu s6z konusu oldugunda, yliksek enerjili metodlar
ilag degredasyonunun ve denaturasyonun artmasina, bdylelikle ilacin etkisini

kaybetmesine sebebiyet verebilir [31, 32].

a) Yiiksek Basing¢li Homojenizasyon

Bu teknikte yuksek basingh piston kullanilarak 1 nm ye kadar kiigtltiilebilen damlacik
boyutlu NE’ler elde edilebilir. Su fazi ve yag fazinin dispersiyonu, sivilarin dar bir
agizdan 500’den 5000 psi’a kadar degisen yliksek basinglarda gecirilmesi ile elde edilir.
Bu metod, yag ve su fazlarinin birlestiriimesiyle NE olusturmaktansa, kaba
emulsiyonlarin damlacik boyutunu kiicllterek NE hazirlanmasinda daha etkilidir. Genel

olarak karistiricida hazirlanan kaba emiilsiyon ekipmanin icine tatbik edilir.



Basingla valften gecen formiilasyon, ¢ok yiiksek tirbiilansa ve hidrolik parcalanmaya
ugrayarak cok kicguk damlaciklar olusturur. Yiiksek basingli homojenizasyon teknigi NE
yapiminda oldukga etkilidir. Bliylk olgekli Gretim igin uygun olmasi ve Uretim serileri

arasinda varyasyonun dislik olmasi gibi avantajlara sahiptir.

Dezavantajlari ise metodun ylksek enerji tliketimi ve proses esnasinda sicakligin
artmasidir. Bu nedenle sicaklikla bozulmayan maddelerin formiile edilmesi igin
uygundur. Bu teknikle optimize bir formilasyon olusturmak icin su parametrelere

dikkat edilmelidir;

* Homojenizasyon basinci: Bu parametre 100'den 150 bara kadar cikabilir. Basing

arttikca partikdl boyutu kigalar.

* Homojenizasyon siklusunun sayisi: Formiilasyon sistemden ne kadar fazla gegirilirse o

kadar kicuk damlacik boyutu elde edilir [34].

Yiksek basingh homojenizasyon, emiilsifikasyon islemi icin en c¢ok kullanilan
yontemlerden biridir. Yakin zamanlarda basinci 350 MPa’ya kadar cikabilen yiksek
basingli homojenizatorler gelistirilmistir. Ancak, bu metod ile formile edilen su icinde
yag emilsiyonlarinda metil selliloz gibi emilgatorlerin kullanilmasi durumunda c¢ok
ylksek basin¢g nedeniyle uzun zincirli molekillerin geri dénisimsiz degradasyonu

meydana gelebileceginden, basing 150 MPa’dan dusik tutulmalidir [17].

Yiksek basingli homojenizasyon ile elde edilen NE’lerde farkh prosediirler uygulanarak
emdilsifikasyonun etkinligi arttirilabilir. Genellikle disperse fazin ylksek hacimli
fraksiyonu NE olarak hazirlanip, sonradan sistem dilue edilebilir. Ancak ¢ok yiksek
oranda dispers fazla calismak, emilsifikasyon sirasinda koalesans olusmasina neden
olabilir. Bu durumu engellemek amaciyla surfaktan miktari arttirllabilir ya da farkli
surfaktan karisimlari kullanilabilir. Mimkinse, ilk asamada surfaktan dispersiyon
ortami yerine dispers faz icinde ¢ozlndilrilmelidir. Bu teknik daha kiiclik damlacik
boyutuna ulasilmasini saglar. Eger dispers fazin vizkozitesi ylksekse, formiilasyonu

ylkselen yogunluklarla emiilsifiye etmek faydali olacaktir [17].

Farkli tipte basliklar kullanilarak homojenizasyonun etkinligi arttirilabilir. Bu sekilde,
basinctaki artis ile damlacik boyutu kigllirken, ylzeylerarasi gerilim azalir. Ayrica

emiulgatoriin adsorbsiyon orani artar ve sistemin vizkozitesi diser [15, 17].
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b) Ultrasonik Homojenizasyon

NE olusturmak igin yiksek enerji kullanilan bir diger yaklasim, ultrasonik ses dalgalari

kullanilarak damlacik boyutlarinin kiigltilmesidir (Sekil 2. 2).

Transduktor  Nanoemilsivon  yag damlaciklari

Jeneréﬁoj Hidrofobik ilag

Hidrofilik bas
= > ..
Sonotrod R Hidrofobik kuyruk
Emulgator

| "
= Sogutucu cam Emiilgator molekdilii

/ .
<‘ \} ) Sivi sirkiilasyonu Y/S nanoemiilsiyon

Sekil 2. 2 Ultrasonik homojenizasyon yontemi ile nanoemiilsiyon eldesinin sematik
gosterimi [35]

Sistemin temel prensibi ultrasonik dalgalarin neden oldugu kavitasyondur. Ultrasonik
dalgalarin sikhgi 20 kHz'den biyliktir. Bu metodla hem kaba emdiilsiyonlarin damlacik
boyutlari nano hale getirilebilir, hem de su ve yag fazlari birbirinden ayri sekilde tatbik
edilerek formilasyon olusturulabilir [36]. Sisteme enerji girisi, piezoelektrik kristal
taslyan bir sonotrot araciligiyla verilir. Bu kristal elektrik dalgalarini yogun basing
dalgalarina c¢evirir. Boylelikle, damlacik ¢apini kiglltmek icin yogun parcalayici

kuvvetler meydana gelir [37].

Damlaciklar pargalanirken ortama yliksek miktarda enerji verirler. Cok yliksek enerjide
ultrasonikasyon  kullanimi, ortamda  bulunan su  molekillerinin  termal
dekompozisyonuna vyol acgarak, ortama proton ve hidroksil iyon radikallerinin
verilmesine neden olur. Bu durum formilasyonda kullanilan surfaktan molekdillerinin

de dekompozisyonuna neden olabilir [32, 38].

Damlacik boyutu, yag ve emidilsifiyan konsantrasyonu, yag fazinin surfaktan fazina
orani, devamli fazin viskozitesi, emilsifikasyon siresi ve enerji girisi gibi proses

parametreleri optimize edilerek kontrol edilebilir [39].
11



Ultrasonik homojenizasyon yonteminin avantajlari sunlardir; [40, 41]

1. Ultrasonik homojenizasyon yontemiyle, diger tipik rotasyonel karistiricilara kiyasla

daha ufak partikll boyutu ve ylksek enerji verimliligi saglanabilmektedir.

2. Ayrica, bu yontemle istenen boyutta emiilsiyon saglamak icin gerekli surfaktan
miktari, PIT ve EIP gibi disik enerjili hazirlama yontemlerine kiyasla énemli dlglide

azaltilabilir.

3. Enerji tiketimi cok daha az olan bu yontemle, damlaciklar akustik yolla meydana
gelir. Bu sekilde olusan NE sistemlerin, mekanik metodlara kiyasla ¢ok daha stabil ve

daha homojen oldugu ortaya konmustur.

4, Ultrasonik homojenizasyon yontemi, mikrofludizasyon yontemine kiyasla daha
ekonomik ve Olcek blylUtme Uretim masraflar, bakim kolayligi ve aseptik proses

bakimindan daha elverislidir.

5. Ultrasonik homojenizasyon yontemiyle Uretimde, yliksek  sicakliklar
kullanilmadigindan, doymamis yag asitleri iceren bitkisel yaglar ve vitaminler gibi

sicakhga hassas aktif bilesenler bozulma riski olmadan Uretilebilmektedir.

c) Mikroakiskanlastiricilar

Mikroakiskanlastirma, mikrofluidizer olarak adlandirilan bir cihazin kullanildig patentli
bir karistirma teknolojisidir. Bu cihaz, formiilasyonun etkilesim haznesinden ge¢mesi
icin ylksek basing kullanir. Alette kullanilan yiiksek basing pompasi 500’'den 20000
psi‘a kadar cikartilabilir. Kaba emdlsiyonun, mikroakiskanlastiricinin
mikrokanallarindan gecirilmesi sayesinde oldukga stabil NE elde edilebilir. Bu proses
istenen damlacik boyutuna sahip homojen bir NE elde etmek igin bircok defa
tekrarlanir. Daha sonra nitrojen gazi altinda filtreleme islemi ile uniform sistem elde
edilebilir [41, 42]. Mikroakiskanlastirma yontemi laboratuvar ortaminda oldugu kadar

endustriyel ortamda da NE elde edilebilmesini saglar [16].
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d) Yiiksek Kaymali Karigtirma

NE’lerin hazirlanmasinda daha onceleri yiksek enerjili karistiricilar ve rotor-stator
sistemler kullanilmistir. Bu cihazlarin karistirma siddeti arttirilarak i¢ fazin damlacik
boyutu 6nemli 6lclide azaltilabilir. Ancak, ortalama damlacik boyutu 200-300 nm’den
kiicik emiilsiyonlarin hazirlanmasi daha zordur. Konvansiyonel karistiricilarda proses
parti Uretimi seklinde yurutulebilir. Kesintisiz bir Gretim gergeklestirmek ve dispersiyon
Uzerindeki kayma gerilimini arttirmak amaciyla, kolloid degirmenleri kullanilmaktadir.
Bunlarin igcinde en popller olanlari, daha etkili bir emilsifikasyon gergeklestirmek igin

farkli konfiglirasyonlara sahip rotor-statorlar olan Silverson akis mikserleridir [43].

Yiiksek rotor hizinda, dagitici kafa icerisinde yiiksek bir seyrelme meydana gelir ve
emiulsiyon bilesenleri rotor-stator Unitesinde emilir. Merkezkac¢ kuvvetinin etkisi
altinda, emilsiyon periferal bolgelere atilir. Statorun i¢ duvarlar ve rotor arasindaki
boslukta yogun dispersiyon olusur. Daha sonra emilsiyon yiksek hizda statorun
deliginden gecer ve cihazdan c¢ikar. Modern cihazlar, emiilsifikasyon sirasinda
havalandirma derecesi ¢cok disik olacak sekilde tasarlanmistir. Sistem icin mimkin
olan maksimum dispersiyon derecesi, tek gecisli sistemle elde edilmez. Bu nedenle
konvansiyonel olarak coklu gecis kullanilir [32]. Viskoz bir ortam kullanildiginda, yliksek
kayma hizinin etkinligi 6nemli 6l¢lide azalir ve yliksek fraksiyonlu i¢ faza ve 1 mm’yi

gecen damlacik boyutuna sahip emilsiyonlar meydana gelir [44, 45]

2.1.4.2 Diisiik Enerjili Metodlar

Cevresel kosullarin veya formilasyon bilesenlerinin degistirilmesi ile spontan sekilde
nano damlacik olusumu esasina dayanir. Bu prensibi kullanan metodlar; PIT, EIP ve
kendiliginden emiilsifikasyon yodntemleridir [15]. Bu metodlarda surfaktanlarin,
kosurfaktanlarin ve eksipiyanlarin fizikokimyasal 6zelliklerini degistirerek diisik eneriji
ile nano damlaciklar elde edilebilmektedir [31]. Dislik enerjili yontemler, yliksek
enerijililerin aksine, sistemde depolanan enerjinin kullanilmasiyla kiglik damlaciklarin
elde edilmesini saglar. Bu tip metodlarin dezavantajlari, kompleks prosesler
icerebilmeleri, kesin protokollerin uygulanmasi ve gelistirilmesi gerekliligi ve ylksek

miktarda sentetik surfaktanlarin kullanimidir [46, 47].
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a) Faz Donlisiim Sicakhgi

Emulsiyonlarda faz donisimi 2 prensiple gerceklesir. Bunlardan birincisi sistemin HLB
degerini etkileyecek faktorlerin degistiriimesi (6rnegin; sicaklik veya elektrolit
konsantrasyonu) ile gecici bir faz donisimi elde edilmesidir. Digeri ise dispers fazin
hacim fraksiyonunu arttirarak katastrofik bir donlsim yapilmasidir. Katastrofik
donlslim ayni zamanda sabit sicaklikta, surfaktan karisimlari kullanarak, surfaktanlarin
HLB degerlerinin degistiriimesiyle de elde edilebilir [23]. PIT metodu, polietoksillenmis

surfaktanlar gibi noniyonik surfaktanlarin sicakliga bagh ¢6zintrlGgu icin kullanihir.

Boylelikle sicakhgin bir fonksiyonu olarak surfaktanlarin yag ve su fazlarina afiniteleri
dizenlenebilir. PIT metodu ile NE hazirlayan Shinoda ve arkadaslari, surfaktan olarak
sicaklik degisimlerinden etkilenen etoksillenmis noniyonik surfaktan kullanmislardir. Bu
surfaktan tipi, sicaklik arttirildiginda polietilenoksit zincirinin dehidrasyonu sonucu
lipofilik hale gelir. Bu olay PIT metodu ile NE hazirlamanin temelini olusturur. PIT
metodunda yag, su ve noniyonik surfaktanlar oda sicakliginda karistiritlir. Bu karisim
baslica ylksek miktarda yag ve pozitif egrilik gosteren tek tabakali surfaktanin birlikte
bulundugu su icinde yag mikroemdlsiyonlarini olusturur. Bu emdiilsiyon yavas yavas
isitildiginda, polietoksillenmis surfaktan lipofilik hale gelir ve daha yiiksek sicakliklarda,
surfaktan yag fazinda tamamen ¢o6zlinmis hale gelir. Boylelikle, su icinde yag tipi
emdilsiyon faz donlisimiine ugrayarak, yag icinde su tipi olur. Bu asamada tek tabakali
surfaktan negatif egrilige sahiptir. Bu metod bilesenlerin isitilmasini gerektirdiginden
tretinoin ve peptidler gibi istya dayaniksiz ilaglarin stabilitesini etkilemeden kullanilmasi
zordur. Ancak, isiya dayaniksiz ilaglarda degredasyonu en aza indirmek igin uygun
Ozelliklere sahip bilesenlerin (surfaktanlar) karisimi kullanilarak, dispersiyonun PIT
degerini distirmek mumkin olabilir [16, 23].

b) Emiilsiyon Doniisiim Noktasi

NE hazirlamada kullanilan diger bir yontem de emdilsiyon sisteminin bilesimindeki bir
degisiklige bagh olan faz donlsimi esasina dayanir. Emilsiyon sabit sicaklikta sistemin
hidrofilik-lipofilik dengesinin degistirilmesiyle olusur. Bu, surfaktan tek tabakalarinin

egrilik yaricapinda ve emiilsiyonun katastrofik faz déniisiminde degisikliklere neden

olur.
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Ornegin, su damlaciklarinin yag fazinda olusumu, su fazinin organik faza asamali olarak
eklenmesiyle meydana gelir. Su fazinin belirli bir esik degeri Uzerine ¢ikarilmasi, faz

donldsumine yol agar.

Boylelikle, su icerisinde organik faz damlaciklari olusur [32, 48]. Faz dénisimi ayrica
elektrolitlerin, diger surfaktanlarin ve alkollerin sisteme eklenmesiyle meydana
gelebilir [49]. Literatirde bu metod genellikle EIP veya faz donlisim bilesimi (PIC),
bazen de titrasyon olarak adlandirilir. Bu metod, gesitli surfaktan karisimlari iceren
sistemlerde faz donlsumu igin gerekli olan su fazinin minimum miktarini 6lgmek ve su
icinde yag emdlsiyonlari hazirlamak igin kullaniimaktadir. PIT emdiilsifikasyon
metodunda oldugu gibi, EIP metoduyla en kii¢clik damlaciklarin olusumu icin sistemdeki
ylizeylerarasi gerilimin faz dénisiimiine bagh olarak diisiik olmasi gereklidir. Ornegin,
prosesin ilk asamasinda bu sistem bir mikroemilsiyon veya bir likit kristalin lamellar

fazdir [17, 23].

Surfaktan molekillerinin hidrasyon derecesi ve bundan dolayi su fazina olan afiniteleri,
mikroemulsiyondaki  su/yag oraninin  yikseltiimesiyle artar. Bu  durum,
mikroemilsiyonun instabilitesine ve NE'ye donisimine yol acar. Surfaktanlarin
difiizyonu, nano damlaciklarin olusumunda 6nemli bir rol oynar. Direkt emdiilsiyonlar
bu metodla hazirlandiginda, su fazi, organik fazda ¢ok az ¢ozlinir olan bir surfaktan ve
yag karisimina eklenir. Su fazinin eklenmesi, surfaktanin organik fazdan su fazina
difizyonuna neden olur. Bu durum, disik yuzeylerarasi gerilimde nanodamlaciklarin
olusumunu saglar [50]. EIP metodu NE lerin yalnizca etoksillenmis surfaktanlarla degil

diger surfaktan tipleriyle de hazirlanmasint mimkin kilmaktadir [32].
c) Kendiliginden Emiilsifikasyon

Bu metod, oda sicakliginda herhangi bir organik solvent kullaniimadan NE
olusturulmasina olanak saglamaktadir. Forgirani ve arkadaslari, surfaktan ve yag fazi
karisimina kademeli olarak eklenen su fazinin nazikge karistirilmasi ile kinetik a¢idan
stabil ve vyaklastkk 50 nm damlacik boyutuna sahip NE formilasyonunun
olusturulabildigini gozlemlemislerdir. Bu calismada kullanan formilasyon bilesenleri
farmasotik kullanim igin uygun olmasa da yontem farmasotik alanda NE gelistirilmesi

icin olduk¢a uygundur [51].
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Kendiliginden nanoemidilsifikasyon prosesi, emulsifikasyon basamaginda D-tipi iki
tabakali (bicontinuous) mikroemulsiyon olusmasi nedeniyle faz donlisimi ile
iliskilendirilmistir. Sadurni ve arkadaslari, Cremophor® EL ve Miglyol® 812 karisiminin
kullanildigi formilasyonun nanoemiilsifikasyon prosesini kiguk acili X-ray tarayici ile

incelemis ve proses esnasinda likit kristallerin olustugunu gozlemlemistir [52].

Bu yontem igin gerekli olan optimum kosullarin belirlenebilmesi igin faz davraniglar
hakkinda galigmalarin yapilmasi oldukga 6énemlidir. Kendilig§inden nanoemiilsifikasyon
yonteminde, formilasyonun olusturulabilmesi temel olarak sistem bilesenlerinin orani
ve fizikokimyasal 6zelliklerine baglidir. Ancak, bu metodla elde edilen NE’lerin yiksek
kinetik enerjisi ve uzun sireli kolloidal stabilitesi olsa da termodinamik agidan stabil

olmadigi dikkate alinmalidir [17].

Son vyillarda Anton ve Vandamme kendiliginden nanoemdiilsifikasyon ve PIT
metodlarinin temel olarak sistemin surfaktan ve yag fazlarinin oranina bagh oldugunu
bulmuslardir. Ayni calismada, solvent uzaklastirma teknigi ile de NE formiilasyonu
hazirlanmis ve diger iki yonteme kiyasla bu yontem ile elde edilen damlaciklarin

boyutunun daha biiyik oldugu bulunmustur.

Kendiliginden nanoemdiilsifikasyon, NE olusturmak icin oldukca disiik maliyetli ve ilgi
cekici bir yontemdir [31]. Sabit sicaklikta cahlsilan bu yontemde kendiliginden
emdilsifikasyon, su fazinin igine dlsik konsantrasyonda solvent iceren sollisyon
eklenerek surfaktan kullanilmadan da gerceklestirilebilir. Ouzo etkisi olarak bilinen bu
durum, solventin oranina gére yag damlaciklarinin boyutunu belirler [17]. Ornegin,
polar olmayan bir yag iceren organik faz ve hidrofilik surfaktan ve/veya su ile
karisabilen organik solvent yavasca su fazina eklenebilir. Alternatif olarak, su fazi
organik faza da eklenebilmektedir. Su ile karisabilen organik solvent tipik olarak etanol
veya asetondur. Ancak bunlar yerine su ile karisabilen surfaktanlar da kullanilabilir.
Metodun altinda yatan fizikokimyasal mekanizma, su ile karisabilen bilesenlerin
(solvent veya surfaktan) organik fazdan su fazina hareketidir. ilk olarak su fazi ve
organik faz birbiriyle karistirilir. Bu esnada, su ile karisabilen solvent/surfaktan karisimi
organik fazdan su fazina dogru hareket ederek su ve yag fazlari arasinda buyiik bir

triblilans yaratir.
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Buna ek olarak, solvent veya surfaktanin su fazina dogru hizli hareketi, su ve yag
arafazinin genislemesine neden olur ve yag fazinin su faziyla gevrelenerek kiglk
damlaciklar olugturmasini saglar. Kiglik damlacik boyutu elde etmek igin, genellikle
yliksek oranda solvent ve surfaktana ihtiyac duyulur. Kendiliginden emdiilsifikasyon,
lipofilik ilaglarin enkapsiile edilmesi ve tasinmasinda uygun oldugu igin ilag endustrisi
icin olduk¢a uygundur. Bu metod, damlacik boyutu dikkate alinarak g¢ogunlukla
kendiliginden emdilsifiye olan ilag tasiyici sistemler (SEDDS) veya kendiliginden

nanoemdlilsifiye olan ilag tasiyici sistemler (SNEDDS) olarak belirtilir [15].

2.1.5 Nanoemiilsiyonlarin Karakterizasyonu

2.1.5.1 Nanoemiilsiyonlarin Morfolojisi

NE’lerin morfolojik oOzellikleri transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve taramal
elektron mikroskobu (SEM) ile belirlenebilir. SEM damlaciklarin 3  boyutlu
goruntilenmesini saglayabilmektedir [53]. Formilasyonlar, uygun bir hizlandirici
voltajda (genellikle 20 kV) ve degisik biylitme oranlarinda incelenir. SEM mikroskobu,
dispers fazin ylzey morfolojisinin iyi bir sekilde analiz edilebilmesini saglamaktadir

[54].

Goruntd analiz yazilimlari yardimi ile (6rnegin, Leica Imaging systems, Cambridge, UK)
damlaciklarin ylizey ve sekil morfolojileri otomatik olarak analiz edilebilir. TEM ile
dispers fazin yiksek ¢ozunurlikli goriintileri elde edilebilir [54]. TEM’den elde edilen
mikrograflarla dijital gorintl isleme programlar kullanilarak damlacik boyutu ve

dagihmi kalitatif olcimleri olarak olgllebilir [55].

2.1.5.2 Damlacik Boyutu, Polidispersite ve Zeta Potansiyel

Foton koralesyon spektroskopisi olarak da adlandirilan dinamik 1sik sacilim yéntemi,
Brownian hareketi nedeniyle damlaciklarin/partiklllerin  sagilma siddetindeki
dalgalanmalari analiz etmek igin kullanihr [56]. Bir partikil boyutu analiz cihaziyla,

damlacik boyutu, polidispersite ve zeta potansiyeli analiz edilebilir.
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Bu cihazla ayrica polidispersite indeksi yani dinamik 1sik sagiliminin  kimulatif
analizinden elde edilen boyut dagilimi genisligi saptanir. Polidispersite indeksi,

formilasyonun kalitesini veya homojenitesini gdstermektedir [57].

Esdeger kirelerin hacmi (DN%) ve ortalama hacim dagilimi (toplam ortalama cap)
olarak ifade edilen lazer difraksiyon partikil boyutunu 6lgmek igin kullanilan diger bir
yontemdir. Partikll boyutu hacim baz alinarak hesaplanir. Bu sistemlerin kullanilmasi
ile damlacik polidispersitenin kabaca analizi yapilabilir. Uniformite (medyan noktasi
cevresinde damlacik dagilimi ne kadar simetrik) ve araligi 6lgulerek analiz edilir. Aralik

ne kadar kiiclik olursa, damlacik dagilimi o kadar dar anlamina gelmektedir [16].

Zeta potansiyel, sistemin stabilitesiyle ilgili bilgi veren, kolloidal sistemlerde dispersiyon
ortami ile dispers fazin cevresini saran sivi tabaka arasindaki potansiyel farkidir. Bu
deger komsu ve ayni yikte olan iki partikiliin birbirini itme derecesini gosterir. Kiiclk

partikilerin yiiksek zeta potansiyeli olup, agregasyona karsi dayaniklidir.

Eger zeta potansiyeli disik ise, cekme kuvveti itme kuvvetinden daha fazla olur ve
dispersiyon bozularak flokiilasyon meydana gelir. Genel olarak, zeta potansiyeli 0’dan
+30 mV a kadar olan sistemler stabil degildir. Zeta potansiyelinin +30’dan biyik olmasi
istenmektedir. Formulasyondaki surfaktanlarin cinsi, elektrolit konsantrasyonu, pH gibi

faktorler zeta potansiyelini etkilemektedir [58].

2.1.5.3 Viskozite Tespiti

Formilasyonlarin viskozitesi, viskozimetre cihazi ile olgilir. Farkh ekipmanlar ve
metodlar NE tastyicilarinin reolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.
Viskozitedeki degisimin tayin edilmesi, sivi ve yari kati sistemler icin stabilitenin
kontroliinde o6nemli bir parametredir. NE’lerin viskozitesi, surfaktan, su ve yag
bilesenlerine ve bilesenlerin konsantrasyonlarina bagh bir 6zelliktir. Su miktarinin
arttinlmasiyla ile viskozite azalirken, surfaktan ve kosurfaktan miktarlarinin
azaltilmasiyla ylzeyler arasi gerilim ve viskozite artar. Viskozite formiilasyondan ilag
salinimi ve formiulasyon stabilitesi icin olduk¢ca 6nemlidir. Su icinde yag NE’lerinin

viskozitesi, yag icinde su NE’lerinden daha disliktr.
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Bu nedenle ilag saliniminin su iginde yag tipi formilasyonlardan daha hizh
gerceklesmesi beklenir. Ayrica cilde uygulanan preparatlarda cilt ylzeyinden

temizlemek de daha kolaydir [16].

2.1.5.4 in Vitro Deri Permeasyon Calismalarn

Franz difizyon hdcreleri, transdermal kullanilan NE’ler igin ilag salim profilini
belirlemede kullanilir. Formilasyonun derinin derin kisimlarina penetrasyonu ise
konfokal taramali lazer mikroskopla izlenebilir. in vitro ila¢ salinim c¢alismalarinda,
formilasyonun bir miktarin Franz diflizyon hiicrelerinin dondér kompartmaninda
disperse edilir. Bu hiicrelerin donor ve reseptér kompartmanlari arasina yerlestirilen
membran bariyer gorevi goriir. Daha sonra uygun bir ortamda (genellikle pH= 7,4 PBS)
ve sicakhkta (37°C + 1°C) olacak sekilde manyetik karistiricida 100 rpm hizda

karistirilarak enkapsiile olan ilag miktari takip edilir (Sekil 2. 3).

FRANZ CELL

Ornekleme kism

. @D

G Reseptor kisim
Su ceketi wp ——
N

Sekil 2. 3 Franz diflizyon hicresinin sematik gosterimi [59]

Dispersiyonun 1 ml’si salim ortamindan alinarak, yerine taze salim ortamindan esit
miktarda ilave edilir. Alinan dispersiyon 0,22-50 um filtrelerden stzllir ve UV
spektrofotometre kullanilarak salinan ila¢g miktari analiz edilir [60]. Alternatif olarak,
popller bir metod olan ex-vivo salim calismasi da diflizyon hicreleri kullanilarak
yapilabilir. Kulak veya abdomenden alinan deri, altinda bulunan yag ve kikirdak
dokulardan temizlenir. Uygun boyuttaki deri, daha 6nce reseptér faz ile doldurulmus
difizyon hicrelerinin (zerine yerlestirilir. Daha sonra formilasyon, derinin dorsal
ylzeyine uygulanir ve islem baslatilir.
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Belirli zaman araliklarinda reseptor fazdan ornekler alinir ve yerine esdeger miktarda
taze salim ortami ilave edilir. Alinan 6rneklerdeki madde miktari, HPLC de veya UV
spektrofotometrede analiz edilir [61, 62]. in vitro salim c¢alismalarinda deri yerine

rejenere selliloz gibi yari-gecirgen membranlar kullanilabilir [63, 64].

in vivo salim calismalari, diger bir degisle dermatofarmakokinetik, formiilasyonun canli
hayvana uygulanmasi ile yarGtilir. Kan oérnekleri belirli zaman araliklarinda alinarak
santrifiij edilir. Plazmadaki ilag icerigi HPLC kullanilarak tayin edilir. in vivo ve in vitro
calismalardan elde edilen sonuclar ekstrapole edilerek formilasyonun biyoyararlanimi

degerlendirilir [16].

2.1.6 Nanoemiilsiyonlarin Stabilitesi

Brownian hareketi sayesinde diflizyon hizi, yer cekiminin indiikledigi kremalasma veya
sedimentasyon hizindan daha yiksek olmaktadir. Boylelikle, NE’lerin kiglik damlacik

boyutu, sedimentasyona veya kremalasmaya karsi dayanikhlik saglar.

Emdlsiyon polidispersitesi ve kicik ve bliyik damlaciklar arasindaki ¢ozindrliik farki
nedeniyle ortaya cikan Ostwald olgunlasmasi veya molekiler diflizyon, NE’lerin

destabilizasyonunda baslica mekanizmadir [23].

The Lifshitz —Slezov [65] and Wagner (C. Wagner, Theorie der Alterung von
Niederschlagen dursch Umlosen [66] (LSW) teorisi, Ostwald olgunlasma hizinin egimi
ile damlacik yaricapinin kiibi (r3) ve zaman (t) arasindaki lineer iliskiyi tahmin eder.
LSW teorisi, disperse faz damlaciklarinin kiresel oldugunu, damlaciklar arasi
mesafenin, damlacik yaricapindan daha blyik oldugunu ve kinetigin devamli fazdaki

disperse faz damlaciklarinin molekdler difiizyonu ile kontrol edildigini varsaymaktadir.

Bu teoriye gore, su icinde yag emiilsiyonlarinda Ostwald olgunlasma hizi, su fazindaki
yagin ¢o6zunurliglu ile dogrudan orantilidir. Taylor, Ostwald olgunlasmasinin, su
icerisindeki yag damlaciklarinin termodinamiklerini tahmin etmede bir ara¢ olarak
kullanilabilecegini 6nermistir [67]. lzquierdo ve ark.lari, deneysel Ostwald olgunlasma
hizi degerlerini, LSW teorisine gore hesaplanan teorik degerlerden daha ylksek elde

etmislerdir [68].
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Bu farkhlk, teoride dikkate alinmayan su fazindaki mikroemiilsiyon damlaciklarinin
ve/veya misellerin varligi nedeniyle meydana gelen yag transferi, damlaciklarin
Brownian hareketinde artis ve ylzeylar arasi Gibbs elastikiyetinin disdlrilmesi gibi
nedenlere dayandirilabilir. Hesaplanan degerlerden yaklasik 3 kat daha biylik deneysel
Ostwald olgunlasma hizi degerleri, Courrier ve ark.lar tarafindan galisilan florlanmis

surfaktanlarla stabilize edilen yag icinde su NE’lerinde rapor edilmistir [69].

Ostwald olgunlasma siireci, distik miktarda ¢ozlinurlugl disik ikinci bir yagin su fazina
eklenmesiyle azaltilabilir [23, 70]. Literatiirde, etoksillenmis bir surfaktan sistemi icin
ayni alkil zinciri uzunlugu ve primer surfaktandan daha yliksek etoksilasyon derecesine
sahip ikinci bir surfaktan eklenmesiyle Ostwald olgunlagsma hizinin azaltilabilecegi

bildirilmistir [70].

2.1.7 Nanoemiilsiyonlarin Kullanim Alanlari

2.1.7.1 Nanoemiilsiyonlarin Kozmetikte Kullanimi

NE’ler kozmetiklerin kontrolli tasinmasinda ve aktif maddelerin belirli cilt
tabakalarinda optimize edilmis dispersiyonlarinin olusturulmasinda giderek artan
oneme sahiptir. Lipofilik cekirdegi nedeniyle NE’ler lipofilik maddelerin tasinmasinda
lipozomlardan daha uygundur. Lipozomlara benzer olarak, formilasyonun cilt
penetrasyonuna yardimci olur ve bu sayede ciltteki konsantrasyonunu arttirir. NE’lerin
kiigik damlacik boyutu ve yiliksek ylzey alanina sahip olmasi sayesinde aktif
maddelerin efektif transportunu saglamasi bir diger avantajidir. Ayrica, NE’lerin kendi
biyoaktif etkileri nedeniyle de giderek 6nem kazanmaktadir. NE’ler transepidermal su
kaybini  (TEWL) azaltarak cildin dayaniklihgini  arttirabilir.  Bu sistemler,
makroemiilsiyonlarda goérilen kremalasma, sedimentasyon, flokilasyon veya
koalesans gibi stabilite problemleri gostermediginden kozmetiklerde kullanimi

uygundur.

iritasyona neden olma ihtimali olan surfaktanlarin formilasyona ilave edilmesi
cogunlukla yiiksek enerjili ekipmanlarin kullanimi ile elimine edilebilir. Kemira ve TRI-K
sirketlerinin gelistirdikleri yeni nano tabanl jel cilt bakim dUrilnlerinin etkilerini

arttirmayi hedeflemektedir.
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Kemira NanoGel kolay formilasyonu ve nanoteknolojik 6zelliklerinin getirdigi birtakim
avantajlarla benzersiz bir NE taslyici sistemdir. NanoGel, su iginde yag formunda olan
kullanimi kolay submikron emdilsiyonlarin basit bir proses ile hazirlanmalarini saglar. Bu
formilasyon ozellikle TEWL'in azaltilmasi, cildin yenilenmesi ve aktif maddelerin
penetrasyonunun arttirilmasi icin uygundur. Bu Ozellikler baslica glinesten koruma
drlnleri, nemlendiriciler ve yaslanma karsiti trlinlerde 6nem kazanmaktadir. NanoGel

teknolojisine sahip Urtinler halihazirda pazarda bulunmaktadir [14, 18].

2.1.7.2 Nanoemiilsiyonlarin Antimikrobiyal Olarak Kullanimi

Antimikrobiyal NE’ler su iginde yag tipi olup damlacik boyutlari 200-600 nm arasinda
degismektedir. Formiilasyon, yag ve su fazlari ile stabilizasyonda kullanilan surfaktanlar

ve alkolden olusur.

NE formundaki antimikrobiyaller, bakterilere (6rnegin, E.coli, Salmonella, S. Aureus),
zarfli virGslerin (6rn. HIV, Herpes simplex), mantar (6rnegin, Candida, dermatofitler) ve
sporlara (6rnegin, sarbon) etki edebilir ve genis bir spektruma sahiplerdir. NE
partikiller termodinamik olarak lipid tasiyan organizmalarla birlesmeye hedeflenir. Bu
birlesme, katyonik damlacik ile patojenin Uzerindeki anyonik yik arasindaki
elektrostatik cekimi ile katalizlenir. Yeteri kadar damlacik patojenle birlestiginde,
emulsiyondaki enerjinin bir bolimu salinir. Salinan etken madde ve eneriji, patojenin
lipid membranini destabilize ederek hiicrenin lizisine ve 6limiine neden olur. Sporlarin
da oldugu vakalarda, germinasyonu arttiran ek maddeler emiilsiyon formilasyonuna
dahil edilir. Germinasyon olayi gergceklesmeye basladigl zaman, germinasyona ugrayan
sporlar NE’nin antimikrobiyal aktivitesine hassas hale gelmeye baslar. NE’lerin ¢ok
onemli bir 6zelligi de mikroplara selektif toksik 6zellik gésterdigi konsantrasyonlarda,
cilt ve mukoza membranlarini irite etmemesidir. NE’nin glivenlik siniri, damlaciklarin
ihtiva ettigi deterjan miktarinin disik olmasi sayesinde, saglikli hiicrelere zarar
vermeden, hedeflendirilmis mikrobun destabilize edilmesi icin yeterli enerji ve
surfaktan miktarina sahiptir. Bunun sonucunda NE formilasyonu, sistemik
antimikrobiyal aktivitenin olusturdugu etkiyi topikal kullanimda da elde edebilme

imkani saglar [14].
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2.1.7.3 Nanoemiilsiyonlarin Biyoterérizm Saldirilarinda Profilaktik Olarak Kullanimi

NE’lerin antimikrobiyal aktivitesinden yola cikarak, ebola veya sarbon gibi biyosaldiri
patojenlerine karsi profilaktik tedavi amaciyla kullanimlari Uzerine c¢alismalar
baslatiimistir. Genis spektrumlu bir NE, Amerikan ordusunda (RestOps) sarbon
sporlarina karsi dekontaminasyon igin 1999 yilinda denenmistir. Bu deney 2001 yilinin
mart ayinda RestOps tarafindan kimyasal bir dekontaminasyon ajani olarak
tekrarlanmistir ve butin testler basarii bulunmustur. NE teknolojisi kangren,
kontamine yaralar ve Clostridium botulinum sporlarinda da denenmistir. NE teknolojisi,
krem, koplk, sivi veya sprey formunda hazirlanip ¢gesitli  malzemelerin
dekontaminasyonunda kullanilabilir. Ornek olarak piyasada olan NANOSTAT™
(Nanobio Corp.) verilebilir [16].

2.1.7.4 Nanoemiilsiyonlarin Mukozal Asi Olarak Kullanimi

NE’ler, immun cevabin olusturulmasinda rekombinant proteinlerin veya inaktive
edilmis organizmalarin mukozal yiizeye iletiimesi amaciyla kullanilmaktadir. ilk
uygulamalar, klinik calismalari devam eden influenza ve HIV asilarinda yapilmistir.
NE’ler adjuvan olarak proteinlerin mukozal ylizeylere uygulanmasini saglar ve antijen
sunan hicreler tarafindan alimini kolaylastirir. Bu durum hiicresel immunitenin yani
sira, sistemik ve mukozal immun cevabin, bununla bagintili olarak spesifik 1gG ve IgA
antikorlarinin 6nemli derecede artmasini saglar. Influenza ile alakali olarak yapilan ilk
¢alismalarda, virls igerikli emiulsiyonun tek mukozal uygulanmasinda hayvanlarin
korunabildigi gosterilmistir. Ayrica, arastirma NE icindeki rekombinant gp120’ye maruz
kalan hayvanlarin nazal mukozasinin HIV’'e karsi anlamli dlgiide cevap gelistirdigini
saptanmistir. Ek calismalar, Hepatit B ve sarbonu da kapsayan diger asilar icin hayvan
deneyleri ile devam etmektedir. Michigan Universitesi bu teknolojiyi NanoBio® adi
altinda lisanslamistir. Epidemiyolojik ve deneysel datalar, ilk doénem HIV-1
enfeksiyonunun kontroliinde nétralize edici antikorlarin ve hiicresel cevabin

arttinlabildigini gbstermistir [71].
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Hepatit B virls enfeksiyonu, glivenli ve etkili profilaktik asilarin mevcut olmasina
ragmen, onemli kiresel bir saglik sorunu olarak kalmaktadir. Bu asilarin buzdolabinda
saklanmasi ve Ug¢ kez asilama yapilmasi gerekliligi, gelisen Ulkelerde kullanimlarini

sinirlamaktadir.

Yeni bir NE adjuvan (HBsAg-NE) icerisindeki rekombinant hepatit B ylizey antijeninden
(HBsAg) olusan nazal hepatit B asisi, daha az uygulama ile etkili olabilmektedir. Coklu
hayvan modellerinde yiritilen kapsaml preklinik toksikoloji degerlendirme, HBsAg-NE
asisinin glivenli ve iyi tolere edilebildigini gostermektedir. Calisma sonuclari, HBsAg-NE
ile ignesiz nazal immiinizasyonun givenli ve etkili bir hepatit B asisi olabildigini veya
paranteral hepatit B asilar igin alternatif glglendirici bir uygulama sagladigini
ispatlamaktadir. Bu asi Th1 ile baglantili hiicresel immiiniteyi indiklemektedir. Ayrica,
kronik hepatit B enfeksiyonlu hastalara terapotik fayda saglayabilmektedir. Bu asi
formilasyonunun yiiksek sicakhklardaki uzun sireli stabilitesi, tasima sirasinda

terapotik etkinliginde bir kayip yasanmadan kullanilabilmesini saglamaktadir [72].

2.1.7.5 Nanoemiilsiyonlarin Hiicre Kiltiirii Teknolojisinde Kullanimi

Hiicre kiltarG, in vitro calismalarda, antikor veya rekombinant protein gibi biyolojik
maddelerin olusturulmasinda kullanilmaktadir. Hiicre biiylimesini optimize etmek igin,
hicre kultirt besiyeri tanimlanan bir dizi molekil veya kan serumu ile desteklenebilir.
Ozellikle yagda ¢dziinen maddelerin hiicre tarafindan alinmasini saglayacak uygun bir

besiyeri ortami saglamak yakin zamana kadar oldukga zor bir durumdu.

Besiyerlerinden hiicreye lipofilik maddelerin absorbsiyonu olduk¢a distkti. NE’ler,
yagda ¢6ziinen maddelerin memeli hiicre kiltirlerine iletilmesi icin yeni bir yol teskil
etmektedir. Bu NE sistemi fosfolipidlerle stabilize edilmektedir. Bu NE’ler transparandir
ve 0,1 mm’lik filtrelerden gecirilerek steril edilebilir. Sistemdeki NE damlaciklari,
hicreler tarafindan kolayca alinabilir. NE’lerin  hiicre kiltiri teknolojisinde
kullanilmalarinin  avantajlari, hicre kdltirinde vyagda ¢6zlinen bilesenlerin
biyoyararlaniminin arttiriimasi, kiltir hicrelerinin bliyime ve hayatta kalabilirliklerinin
arttinlmasi  ve lipofilik ilaglarin  toksisite c¢alismalarinin  hiicre kiltlriinde

yapilabilmesine olanak saglamasidir [14].
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2.1.7.6 ilag Hedeflendirmede Nanoemiilsiyonlarin Kullanimi

NE’lerin diger ilgi ¢eken bir uygulama alani da kontrolli ilag tasinmasi ve
hedeflendirmedir [17]. Submikron boyuttaki damlaciklar sayesinde timorli dokuya

kolayca hedeflendirme gergeklestirilebilir.

NE’ler genel olarak suda ¢oziinmeyen ilaclarin uygulanmasi icin bir tasiyici sistem
olarak gorilse de son vyillarda bu sistemlerin birtakim antikanser ilaglar,
fotosensitizorler, nétron yakalama terapisi ajanlari veya diyagnostik ilaglar igin de
oldukca uygun kolloidal tastyicilar olduklari anlasilmistir. Manyetik NE’lerin
gelistirilmesi kanser tedavisi icin 6nemli bir adimdir. Bu sistem, Foscan® benzeri
fotosensitizorlerin cildin derin tabakalarina taginmasi igin uygundur. Bu sayede yeterli
serbest radikal olusumu icin hipertermi indiklenir. Bu metodoloji kanserin fotodinamik

terapisi icin kullanilabilir [73].

2.1.7.7 Nanoemiilsiyonlarin intranazal Yoldan Kullanimlari

intranazal ilag tasiyici sistem, giinimizde parenteral ve oral yollarin yerine ilag
uygulamasinda kullanilabilecek gilivenilir bir yol olarak gorilmektedir. Nazal mukoza
sistemik ilaclarin uygulanabilmesi icin oldukca uygun bir ortamdir. Ayrica hedeflenen
bolgeye ilacin ulasmasinda goriilen engeller bu yolla elimine edilebilmektedir [74]. Bu
yol ayrica hasta icin girisimsel olmayan, agrisiz ve iyi tolere edilebilir bir yoldur. Nazal
bosluk, bolgedeki dusiik enzim aktivitesi, immunoaktif bolgelere ylksek erisebilirlik ve
orta derecede gecirgen epiteli nedeniyle oldukca etkili bir bdlgedir [75]. Ozellikle
yuksek molekdl agirlikh hidrofilik ilaglarin  beyne hedeflendiriimesinde c¢esitli
problemler vardir. Bunun sebebi, sistemik dolasimla kan beyin bariyerini birbirinden

ayiran gecirgen olmayan yapidaki endotel tabakasidir [76].

Nazal mukozada bulunan olfaktor bolge, burun ile beynin arasinda direkt bir baglanti
saglar. ilag yukli NE’lerin kullanimiyla, Alzheimer, depresyon, sizofreni, migren,
menenjit ve Parkinson hastaliklari gibi durumlar tedavi edilebilir [77, 78]. Risperidon’un
NE formilasyonu beyne hedeflendirmek amaciyla intranazal yolla uygulanmis ve
sonuglar intranazal uygulamanin intravenoz uygulamadan daha etkili oldugunu

gostermistir [78].
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NE’lerin intranazal ilag tasiyici sistem olarak diger bir kullanim alani da asilardir.
Mukozal antijenin uygulanmasiyla immdinite saglanabilmektedir. Su anda ilk intranazal

asl piyasada bulunmaktadir [79].

2.1.7.8 Nanoemiilsiyonlarin Parenteral Yoldan Kullanimlar

Parenteral kullanim disik biyoyararlanimi ve dar terapotik indeksi olan ilaglarin
vicuda tatbik edilebilmesi igin en ¢ok tercih edilen ve en etkili yoldur. NE’lerin lipofilik
ilaclari yliksek oranda c¢oOzebilme kapasitesi ve ilaglari hidroliz ve enzimatik
degradasyondan koruma yetenegi, bu sistemleri parenteral yoldan kullanim icin ideal
tastyicilar yapar. Ayrica, bu emdiilsiyonlar icerdikleri ilacin uzun bir sire boyunca
kontrollii ve suirekli salimini saglayabildikleri icin tedavi boyunca dozaj ve enjeksiyon
sikhgini azaltabilirler. Buna ilaveten, genis ylzey alanina sahip serbest enerijili NE’lerde,
flokiilasyon, sedimentasyon ve kremlasma problemlerinin olmayisi, daha biyuk
damlacik boyutlu emiilsiyonlara kiyasla gortnir avantajlar sunar. NE damlaciklarinin
genis ylzey alani, spesifik bolgelere hedeflendirmeyle birlikte etken maddenin

transportu ve iletilmesine olumlu etki yapar.

Bu nedenle, NE bazli paranteral tastyicilar icin 6nemli klinik ve preklinik calismalar
ylritilmektedir [80]. Yapilan bir calismada talidomidin 25 mg gibi ¢ok az bir dozunun
NE formunda parenteral kullaniminin terapotik oldugu gosterilmistir [81]. Klorambusil,
yumurtalik ve gogls kanserine karsi kullanilan lipofilik bir antikanser etken maddedir.
Parenteral NE formiilasyonu yilksek enerji ultrasonikasyon metodu ile hazirlanarak
farmakokinetigine ve antikanser aktivitesine bakilmistir.  Farelerde kolon
adenokarsinomu bu NE formilasyonu ile tedavisi edildiginde, etken maddenin sulu

¢Ozeltisine kiyasla ¢cok daha iyi tiimor supresyonu sagladigi gorilmustir [81].

2.1.7.9 Nanoemiilsiyonlarin Transdermal Yoldan Kullanimlari

Transdermal yoldan ilag uygulanmasi pek c¢ok klinik durum igin uygun oldugundan bu
alanda buyilk bir ilgi gérmektedir [82, 83]. Transdermal yol, uzun stre kontrolli ilag
tasima, paranteral yoldan ila¢ uygulamada mimkin olmayan hastanin ilaci kendisinin
uygulayabilmesi, ilag uygulamasinin istenildigi an kesilebilmesi, ilacin oral aliminda

olusan irritasyonun elimine edilebilmesi gibi bircok avantaja sahiptir.
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Ancak, transdermal kullanimda derinin bariyer fonksiyonu nedeniyle biyoaktiflerin

penetrasyonlarinin sinirl olmasi baslica dezavantajidir.

ilaglarin deriden penetrasonunda 3 yol vardir. Bunlar sa¢ folikiilleri, ter bezleri ve
ilaclarin biyoyararlanimini sinirlandiran ve yiksek miktada absorpsiyonunu engelleyen

stratum korneumdan direkt gegistir.

Yuksek bir farmakokinetik profili elde etmek ve ila¢ hedeflendirme saglayabilmek igin,
cilt bariyerlerinin gecilebilmesi gerekmektedir. Bunun yaninda, lokal kullanimda ilacin
kutanoéz lenf ve kan damarlarina gecmesi kontrol edilmelidir. Nano boyutta
emilsiyonlar, cilt porlarindan kolayca penetre olabilir ve sistemik sirkiilasyona efektif

bir sekilde tasinabilir [84].

Kafein farkh kanser tiplerinin tedavisinde oral yoldan uygulama icin kullaniimistir.
Kafeinin yag icinde su NE’leri transdermal yoldan kullanim igin gelistirilmistir. in vitro
cilt permeasyon profilleri karsilastirildiginda, NE'ye yiklenmis kafeinin, sulu ¢ozeltisine

gore farkedilir sekilde permeabilitesinin yiksek oldugu saptanmistir [85].

Transdermal NE ilag taslyici sistemlerin, ilaglarin terapotik etkisini arttirmakla beraber
yan etkilerini elimine edebilmesi, ilag tasiyici sistem arastirmalarinda énemli bir alan

sunmaktadir.

Buna ilaveten, sistemin uzun siire stabil sekilde saklanabilmesi, disuk tretim maliyeti,
termodinamik stabilitesi, organik ¢oziicii icermemesi ve iyi Uretim fizibilitesi onemli
avantajlaridir. Ayrica, bu sistemler ilaglarin plazma konsantrasyon profillerinin ve
biyoyararlanimlarinin tekrarlanabilir olmasini saglar [84]. NE’ler, emiilsiyonlar ve jeller

gibi konvansiyonel pek cok ilacin transdermal permasyonunu arttirmistir [86-88].

2.1.7.10 Nanoemiilsiyonlarin Pulmoner Yoldan Kullanimlari

Akciger, inhalasyon aerosolleri ile noninvaziv olarak uygulamaya imkan vermesi,
ilaglarin ilk gecis etkisine ugramadan dolasima katilmasini saglamasi, respiratuar
hastaliklarin etki bolgesine ila¢g hedeflendirme yapabilmesi, genis ylzey alani ile lokal
ilaclarin etki bolgesi olmasi ve sistemik ilaglarin absorpsiyonunu saglamasi gibi

nedenlerle ilag tastyici sistemler icin oldukca uygun ve dikkat ¢ceken bir bolgedir.
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Kolloidal taslyicilar (6rnegin, nanotasiyici sistemler), alveoller arasinda ilacin uniform
dagilim saglayabilme, etken maddenin sudaki ¢ozindrlGgind arttirabilme, strekli ilag
salinimi saglamasiyla doz sikligini azaltabilme, iyi hasta uyuncu gosterme, ilaglarin yan
etkilerini azaltabilme ve ilacin i¢ doku hticrelerine dagilimini arttirabilme gibi birgok
avantaja sahiptir. Son zamanlara kadar submikron emiilsiyon sistemlerinin pulmoner
ilac tasiyici sistem olarak kullanimiyla ilgili pek fazla calisma yapiimamistir [89]. Bivas-
Benita ve ark.lan katyonik submikron emdilsiyonlarin, deoksiribonukleik asit asilarinin

akcigere uygulanmasinda uygun bir tasiyici olabilecegini gostermislerdir [90].

Bu nedenle, submikron emulsiyonlarin nebulizasyonu yeni ve gelecek vadeden bir
alandir. Ote yandan formiilasyonda kullanilan surfaktan ve yaglarin akciger alveolleri
Uzerindeki muhtemel yan etkileri (akciger surfaktanlari ile etkilesim) nedeniyle akciger
fonksiyonlarina zarar vermemesi icin basarili bir formiilasyon tasarimi yapilmalidir.
Triklorotrifloroetan ile formilize edilmis lesitin ile stabilize salbutamol

mikroemulsiyonu basin¢h bir aerosol sistem olarak pulmoner yoldan tasarlanmistir

[91].

2.2 Derive Yapisi

Deri dis cevre ile viicut arasinda bariyer saglayan ve viicut agirhginin % 16’sini
olusturan insan viicudunun en genis organidir [92]. Ortalama bir eriskin derisi yaklasik
olarak 170-200 cm? genislikte ve 4-5 kg agirliktadir [93]. Derinin i¢ organlari fiziksel ve
kimyasal tramvadan koruma, ultraviyole isinlarindan koruma, mikroorganizma girisini
engelleme, transepidermal su ve elektrolit kaybini engelleme gibi pek cok islevsel
goreve sahiptir [94]. Deri epidermis, dermis ve hipodermis olmak Uzere 3 ana

katmandan olusmaktadir [95] (Sekil 2. 4).
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Sekil 2. 4 Derinin yapisi [96]

Epidermis, dis cevre ile iliskide olan en dis katman, dermis, epidermis ve hipodermis
arasindaki katman ve hipodermis dermisin hemen altinda yer alan ve yag hicrelerini

iceren katmandir [93].

Her bir katman ayni zamanda ilag ve toksinler icin potansiyel etki alanlari icermektedir
[97]. Epidermis ve dermis, dermal papilla ve epidermal sirtlardan olusmus ve
Ozellesmis bir yapi olan bazal membran araciligiyla iliski icerisindedir. Bazal membran
iki kompartmani fiziksel olarak ayirmakta ve dinamik bir araylz olusturmaktadir [98].
Dermal papillalar ve epidermal sirtlarin baglantisi bazal membran sayesinde islevsel

duruma getirilmektedir.

Bu baglanti madde alisverisi ve dis ¢evre ile i¢ organlar arasindaki iliskinin devami igin
gereklidir [99]. Bazal membandaki proteinlerin ve glikoproteinlerin asil gorevi

epidermis ve dermis arasindaki adezyonu saglamaktir [100].
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2.2.1 Derinin Fonksiyonlari

Deri ilk olarak sabit vicut sicakhginin korunmasina yardim etmektedir. 23-30°C
araligindaki ¢evre sicakhginda vicut sicakhgr yikselmeye basladigi zaman, sicaklik kan

damarlarinin dilatasyonu ile kaybedilebilir.

Bu olay genel olarak cilt kizarmasi olarak bilinen bir duruma yol agar. 30°C’nin
Uzerinde, terleme fonksiyonu baslar ve buharlasmayla serinletici etki meydana gelir.
ikinci ve cok énemli bir fonksiyonu da viicudun su icerigini korumaktir. Derinin en dis
tabakalarinda yer alan lipitler, vicuttan asiri su kaybini onleyici bir bariyer
saglamaktadir. Eger bu lipitler deterjanlar gibi faktorlerle cilt ylzeyinden
kaybolurlarsa, ciltten su kaybi artar ve kuru deri olarak bilinen durum ortaya cikar.
Derinin Gg¢lncu ozelligi de glines 1sigina maruziyet sonucunda ortaya cikan etkilerden,
vicudu korumaya yardim etmektir. Vicudun gilines isinlarina maruziyeti derideki
pigmentler ile kontrol edilir. Bu durum glines isinlarina karsi daha iyi bir korunma
olanagi saglayan ultraviyole (UV) maruziyete dogrudan bir yanittir. Deri ayrica hem
kimyasal hem de mikrobiyal etkilerden korunmayi saglar. Cilt ylizeyi asit manto olarak
bilinen bir filmle kaphdir. Asit manto, sekresyon araciligiyla ter ve sebasdz bezleri
tarafindan olusturulur. Asit manto test edilen viicut bélgesine bagli olarak, genellikle,
4,5-6,5 araliginda bir pH’ya sahiptir. Bu manto deriye korunma, kimyasal savunma,
detoksifikasyon ve bakteriyostatik fonksiyonlar verir. Asit mantonun pH’sindaki ani
degisiklikler, istenmeyen bakteriyel yayllmaya, hassaslasmaya ve c¢esitli cilt
dermatitlerine yol acgar. Son olarak deri, mekanik strese karsi dayanikllik saglar. En
distaki boynuzsu tabaka, disaridan gelen mekanik hasara ve basinca karsi viicudu

distan sert bir orti gibi kaplayarak ilk savunmayi saglar [101-103].

2.2.2 Derinin Fizyolojisi

2.2.2.1 Epidermis

Derinin en dis katmani olan epidermis tabakasinin kalinhgl en ince olan bdlgede 0,5
mm ve en kalin olan bélgede 4-6 mm olarak degismektedir [93]. Epidermisin yaklasik
%95’i keratinosit hicrelerinden olusmakla birlikte; bu tabakada melanositler,

Langerhans hiicreleri, Merkel hiicreleri ve lenfositler de bulunmaktadir [92, 104].
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Epidermisin yapisi irklar arasinda birkag farklilk géstermesi haricinde oldukga benzerlik
gOsterir. Epidermis bazal katman, spinoz katman, graniler katman, lusidum katmani ve

korneum katmani olmak Uzere bes farkli tabakadan olugsmaktadir [105] (Sekil 2. 5).

Korneositler T ‘!::__._’.‘" ——- < Komeum katmani

FAssssssesssnsasanannann e e /™ essssssssssscssssscssssces

..........................

Keratinositler

T
Melanositler

Sekil 2. 5 Epidermisin katmanlari [103]

a) Bazal Katman (Stratum Germinativum, Taban Katman)

Epidermisin en derin tabakasi olan bazal tabakadaki hiicreler devamli olarak yenilenme
yetenegine sahiptir. Bazal tabaka, bazal membrana (dermo-epidermal membran)
protein yapisindaki hemidesmozomlar; spinoz katman hiicrelerine ise dezmozomlar
aractligl ile tutunan tek sira kolumnar bazal hicrelerden olusmaktadir [104, 105].
Hicreler hizli bélinme nedeniyle yogun metabolik aktivite ve yliksek/sitoplazma orani

gostermektedir [104].

Bazal katman hiicreleri, graniler hiicrelere dontismek ve sonugta korneum katmaninin
parcasi olmak amaciyla yukariya dogru go¢ ederler. Korneum katmanina ulastiktan
sonra buradan dokulurler [106] (Sekil 2. 6). Bazal katmandan korneum katmanina gog

stresinin yaklasik 13 giin strdigi tahmin edilmektedir.

Cilt ylzeyinde kayip (deskuamasyon) meydana gelmeden 6nce tamamen keratinize
olmus korneum katmaninda bir 13 gilin daha harcanir. Bu nedenle ortalama olarak

epidermis her 26 glinde bir yenilenmektedir.
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Sekil 2. 6 Bazal tabakada hiicre olusumunun sematik gosterimi [104]

Ayrica bu katmanda bulunan o6zellesmis diger hiicreler melanositler, Langerhans
hiicreleri ve Merkel hiicreleridir. Bazal katman keratinositlerinin arasina yerlesmis
Melanositler tim hiicre popiilasyonunun %5-10"unu olusturmaktadir [107]. Sayilari
viicut alanina gore degiskenlik gostermekle birlikte keratinosit sayisi ile dogru orantih
olarak artmaktadir. Her 5-10 keratinosit hiicresine oranla 1 melonosit bulundugu tespit

edilmistir [93].

Melanositlerin embriyolojik kokeni keratinositlerden farkli olarak sinir sisteminin
gelisecegi noral kristadir. Embriyo gelisme sirecinde iken melanositler néral kristadan
deri ylzeyine dogru goc ederler. Melanositler, sitoplazmik membrandan baslayan ve
bazal ve spinoz katman keratinositlerinin infiltre eden dendrit denilen ince, uzun
uzantilara sahip ¢ok 6zel bir hiicre yapisina sahiptir. Melanositler, deriyi UV radyasyon
ve serbest radikallerden koruyan melanini (eumelanin ve phaeomelanin) taslyan
melanozomlari Uretirler. Bu asamada melanositler, dendritik uzantilari sayesinde
melanozomu c¢evresindeki keratinositlere dagitir. Keratinositlerdeki cekirdek etrafina
yerlesen melanozomlar adeta bir semsiye gibi UV isinlarina karsi koruma bariyeri
olusturur. Melanin Uretimi icin gerekli olan enzimlerin eksik oldugu albino hastalarda

deri oldukga agik renktedir [108].
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Kemik iliginden kaynaklanan ve melonositler gibi dendritik gérliniime sahip Langerhans
hicreleri, deride antijen sunan hiicreler (APC) olarak immiin sistemin bir parcasi olarak

gorev alirlar.

Dis kaynakh antijenleri hem derideki hem de lenf nodiillerindeki T lenfositlere sunarlar
[93]. Langerhans hiicreleri, esas olarak alerjik kontakt ekzemada rol oynarlar. Ayni
zamanada viral ve timoral antijenlere karsi da immiin savunmada yer alirlar. Sinir
uglari ile birlikte dermiste bulunan Merkel hiicreleri ise derinin duyusal sinir bilesenini
olusturmaktadir [98]. Dokunma duyusundan sorumlu taktil reseptorler oldugu
dislinlilmektedir. Bu hiicreler parmak uclari, oral mukoza, dudaklar ve kil folikiilleri gibi
derinin belli basl bdlgelerinde bulunur. Lenfositler derinin spesifik immuin yanitlarini

olusturan hicresel immiin sisteminin bir parcasidir [93].
b) Spinoz Katman (Stratum Spinosum, Dikenli Katman)

Keratin Uretimine baslamis olan spinoz katman, bazal tabakanin lizerinde yer alan
kiibik ya da hafifce yassi hiicrelerden olusmaktadir [107]. Karakteristik mikroskobik
gorlintlsli, hicre ylzeyinde c¢ok sayida dikensi cikinti (desmozom) gorilmesi
seklindendir. Bunlar komsu hiicrelerle baglantiyi saglayan, keratin filamentler iceren,
hiicreler arasi baglanti yapilaridir. Keratin sentezinin bir asamasi olan tonofilament
sentezi bu tabakada yapilmaktadir. Hiicreler arasinda lenf sivisina benzer interselliiler
bir sivi bulunur. Epidermisin beslenmesinin bu sivi yoluyla oldugu zannedilmektedir.
imminolojik fonksiyona ve antijen olusturma yetenegine sahip Langerhans hiicreleri

de en ¢ok bu tabakada yer alir [101].

Bazal katmanin tipik hiicre organellerine ek olarak spinoz katmanda Odland cisimcigi
adi verilen lipit yukli lamellar cisimcikler, keratinozomlar ve ilk olarak bu katmanda
gorlilmeye baslayan membrana ortiici grantller gozlenir. Spinoz katmanda, bazal
hiicrelere oranla belirgin hiicresel keratin filamenti artisi vardir. Spinoz katman igin
biyokimyasal belirtecler keratin 1 ve keratin 10’dur. Keratin, saglam ve esnek bir

koruyucu ortlintin ortaya ¢ikmasina yardimci olmaktadir [104].
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c) Graniiler Katman (Stratum Granulosum)

Granller tabaka olarak isimlendirilmelerinin nedeni sitoplazmalarinda keratohyalin
granilleri icermeleri ve artik yassilasmis olan ¢ok sirali genis poligonal hiicrelerden
olusan grantler katmandir. Keratohyalin graniilleri, proflagrin, filagrin, lorikrin, keratin
1 ve keratin 10 benzeri sisteinden zengin proteinleridir. Ozellikle flagrin ve lorikrin tugla
ve harc¢ benzeri yapi sergileyen epidermisteki keratinositlerin yapiminda anahtar rol

oynar [92].

Bu tabakadaki U¢ ya da bes hiicre kalinhigindaki diizlesmis hiicreler, keratinizasyonun ilk
bulgularini gosterir. Bu katmandan sonra artik keratinositlerin hem islevi hem de
morfolojisi degismekte ve poligonal sekilden daha sekilsiz yassi duruma gecerek bol
miktarda hiicre ici keratin depolamaktadir. Her ne kadar, cekirdek dagilmasi bu
tabakada baslasa da hiicrelerde ¢ekirdek hala vardir. Bu tabaka canli epidermisin en dis
siniridir. Hidrofilik maddeler icin 6nemli bir bariyer degildir. Ancak stratum corneum

zedelenirse, canli epidermis, difiizyonu sinirlayan bir bariyer haline gelebilir [93].
d) Lusidum Katmani (Stratum Lucidum)

Sadece el ici ve ayak tabani gibi derinin ¢ok kalin oldugu bolgelerde bulunan, bir ya da
iki sira keratinosit katmanindan olusan bir tabakadir. Cekirdek ve diger sitoplazmik
organelleri olmayan vyassi hicreler, eleidin adi verilen 6zel homojen bir yapi

icermektedir. Normal tabakalardan daha agik renkte goérinir [101].
e) Korneum Katmani (Stratum Corneum, Boynuzsu Tabaka)

Derinin bariyer islevinde baslica yapi olan epidermisin en dis tabakasi korneum

katmani yaklasik olarak 6-15 um kalinligindadir [109].

Korneum katmani, kozmetik trilinlerle, kumaslarla ve diger ylzeylerle temas halindedir.
Farklilasmanin son dénemlerinde keratinlerin flagrin ile etkilesimi sonucu sitoplazma
ve interselller organellerden yoksun olan 15 katmanh yassi, keratinden zengin,
korneosit tabakasindan meydana gelmektedir [97, 110]. Korneum katmani, 6li hiicre
tabakasi olarak aciklanabilir. Clnkil hiicreler protein sentezi yapamazlar ve hiicresel

sinyal vermeden sorumlu degildirler.
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Bu hucreler keratinositten, korneosit haline donismdistir. Bu tabakada bulunan

keratinositler, keratinizasyon siirecini tamamlamis en olgun hiicrelerdir [101].

Korneositlerin dlizenlenmeleri tipki tugla ve harctan bir duvara benzemektedir.
Tuglalar korneositlerden olugsmaktadir. Harg kismi ise, protein ve yag iceren, lamellar

granillerden elde edilen bilesenlerden yapilmistir [111-113].

Epidermal lipitler metabolizmanin ara Urlnlerini veya disaridan alinan ugucu yag
asitlerini kullanarak keratinositler tarafindan sentezlenmektedir. Sentezlenen lipitlerin
bircogu lamellar cisimciklerde depolanmaktadir. Sinyal durumunda kalsiyum
derisimindeki olasi bir artis ile lamellar cisimciler iceriklerini ekzositoz yoluyla hiicreler

arasi bosluga birakir [114].

Korneum katmaninin ekstraseliler lipit membrani, baslica %40 seramitler ve
turevlerini, %25 kolesterolli, %10-%15 serbest yag asitlerini icermektedir [99, 115].
Seramid, korneum katmanindaki lipit agirhiginin %30-50’sini olusturan baslica lipittir
[116, 117]. insan korneum katmaninda tanimlanmis en az sekiz seramid alt tipi
bulunmaktadir [94]. Seramidlerdeki acil zincirlerinin uzunlugu 16-33 karbon iken
serbest yag asitlerinde 12-36 karbon atomu arasinda degismektedir [118]. Epidermiste
akiskanlk ve esneklik saglayan kolestroliin ise biiyik cogunlugu in situ olarak asetattan
sentezlenmektedir [119]. Bilesiminde daha az miktarlarda trigliseritler, stearil esterleri
ve kolesterol sulfat bulunmaktadir. Bu lipitler, epidermis araciligiyla sentezlenirler ve
lamellar graniillerde paketlenirler. Ardindan, farkhlasirlar ve su bariyerini olustururlar.
Bu lipitler, boynuzsu tabakanin 6nemli pargalaridir ve TEWL'i 6nleme ve zararl
bakterilerin girisini engellemede rol oynarlar. Korneum tabakasindaki lipit miktari ve
cinsi bulundugu vicut bolgesine goére degismektedir. Genel olarak permeabilitenin,
korneum tabakasindaki lipitlere gore belirlendigi kabul edilmektedir [102]. TEWL'in
Olgllmesi bazi kimyasal maddelerin kullanimi, fiziksel yaralanmalar veya ekzama gibi
patolojik durumlarda deri hasarini ortaya koymak icin yararh olabilmektedir. Bunun
nedeni, hasarin derinligi arttikca TEWL'in de artmasidir [98]. Epidermal bariyer
islevinde bozukluk meydana gelmesi daha ¢ok atopik ekzama ve pusoriyazis gibi deri

rahatsizliklarinin tanimlanmasinda énemli bir faktordir [120].
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Korneum katmaninin temel proteinlerinden bir digeri de histidinden zengin filagrindir.
Bu protein, plastiklik, nem tutma ve UV koruma 6zelliklerine sahip dogal nemlendirici
faktor (NMF) olarak bilinen, aminoasitlere ve diger bilesenlere hidrolize olabilmektedir
Hiicre ici lokalize olmus NMF ve lipitler, lamellar graniller tarafindan aciga cikartilir.
Hiicre disina lokalize olanlar ise, cilt hidrasyonunda, esnekliginde ve elastikiyetinde

onemli bir rol oynamaktadirlar [98].

2.2.2.2 Dermis

Dermis, 3-5 mm kalinhginda olan, epidermis ve subkutan yag dokusu arasinda yer alan
bir tabakadir. Cildin kozmetik goriiniiminde anahtar rol oynayan bu tabaka, derinin
kalinhgindan sorumludur. Sinirlerle, kan damarlariyla ve ter bezleriyle kapli dermis, en
fazla kollajen igermektedir. Bu tabakanin en ust kismi, epidermisin asagisinda
bulunmakta olan papiller dermistir. Papiller dermisin altindaki tabaka da retikiler
dermis olarak adlandiriimistir. Papiller dermis retikiiler dermisle kiyaslandiginda, daha
ufak kolajen demetleri icermekte olup, daha fazla hiicresel ve damarsal elementler
icerdiginden daha yliksek bir yogunluk gostermektedir. Dermisteki baslica hiicre tipi
olan fibroblastlar, kolajen, elastin, diger matriks proteinleri ile kolajenaz ve stromelisin
gibi enzimleri Uretirler. Mast hicreleri, polimorfoniklear Iokositler, lenfositler ve
makrofajlar gibi bagisiklik hiicreleri de dermiste yer almaktadir. Dermis ve epidermis

arasindaki baglantiya dermal-epidermal baglanti denmektedir (Sekil 2.7).

Epidermis

Bazal membran

Kan damari
Dermis

Sekil 2. 7 DEJ'nin histopatolojik gorinimu [121]
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2.2.2.3 Hipodermis

Vicut igin 6nemli bir enerji kaynagi olan ve en ¢ok yagdan olusan hipodermis veya
subkutan doku, dermisin hemen altinda bulunmaktadir. Bu tabaka ayrica, tip |, Il ve V
kolajeni icermektedir. Bu tabaka, deriye fiziksel destek verir. Ayrica, kolajenler yoluyla
deriye esneklik saglar ve isi yalitimini temin eder. Ayrica ana kan damarlari da bu
tabakada yer almaktadir. Yaslandikca, subkutan yag dokusunun bir kismi kaybolur veya
istenmeyen bolgelere yeniden dagilir. Bu olay, yash gorlinmeye neden olmaktadir

[121].

2.3 Cilt Pigmentasyonu

insan derisi, beyazdan kahverengiye, kahverengiden siyaha kadar genis bir aralikta
farkli renk ve gecise sahiptir. Bu durum, cildin derin katmanlarinda Uretilen fakat viicut
ylzeyinde bir mozaik gibi gorilen melanin ismindeki kimyasal olarak inert ve stabil bir
pigmentin varligina dayalidir. Bu nedenle melanin, insanlardaki en carpici polimorfik

ozellik ve en belirgin cografi cesitlilik olan cilt renginden sorumludur.

Melanin etnik kokenin belirlenmesinde rol oynamanin yani sira vicudu zararli UV
isinlarina ve diger cevresel etkenlere karsi savunmada onemli bir rol oynarlar [96].
Fitzpatrick sistemi, farkli cilt pigmentasyon fenotiplerini ayirt etmede kullanilan en
yaygin sistemdir. Bu sistem, eritemi ve UV isinlarina maruziyet sonrasi meydana gelen

pigmentasyonu derecelendirerek 6 fototip (I-VI) tanimlar [1, 122].

Pigmentasyon, genetik olarak belirlenen melanin seviyesini yansitir ve ¢esitli
diizenleyici faktorler ile degistirilebilir [96, 123]. intrinsik faktorler (keratinositler ve
fibroblastlar tarafindan salinan, endokrin, inflamatuar ve néronal hiicreler) veya zararli
eksternal faktorlere (UV radyasyon ve ilaglar) maruziyet, hem gegici (hamilelik) hem de

kalici (6r; yaslihk lekeleri) tarzdaki pigmentasyonu etkileyebilir[96, 124].
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2.3.1 Epidermal Melanin Unitesi

Keratinositler ve melanositler arasindaki anatomik iliski “epidermal melanin Unitesi”
olarak bilinmektedir. Epidermal melanin Unitesinde, her bir melanositin, bazal ve
suprabazal tabakalardaki 40 adet keratinositle temas halinde oldugu tahmin

edilmektedir [125] (Sekil 2. 8).

Epidermis:

Stratum corneum

Stratum granulosum

Epidermal melanin tnitesi
Stratum spinosum

Stratum germinativum

Melanositler

Sekil 2. 8 Epidermisin yapisi [126]

Melanosit, bazal tabaka hiicreleri arasinda yer almakta ve dendritik prosesler
aractligiyla epidermal melanin Unitesindeki yaklasik 30-40 adet keratinositle temasa
gecmektedir. Melanosit, melanozomlarda melaninleri sentezlemekte ve onlarn UV

radyasyondan korumak amaciyla keratinostlere iletmektedir.

Epidermal melanin Unitesi, melanositler ve keratinositler olmak Uzere iki hiicre
tipinden olusan, epidermisteki fonksiyonel ve yapisal bir komplekstir. Cesitli irklar
arasinda cilt rengindeki varyasyon, baslica liretilen ve etrafinda yer alan bir keratinosit
kiimesine transfer edilen melanozomlarin sayisi, melanin icerigi ve dagilimi ile belirlenir
[127]. Melanozomlar dendritler aracihgiyla etrafindaki keratinositlere iletilirler ve
glinesten korunmada kritik bir rol oynarlar. Melanin granilleri, keratinositlerde
cekirdegin Uzerinde birikirler ve zararli UV isinlarini ¢cekirdege ulasmadan ve DNA’ya
zarar vermeden 6nce absorbe ederler. Melanin, ciltte diizglin bir bicimde Uretildiginde
ve dagitildiginda, béliinen hiicreler en azindan kismen mutasyondan korunabilir [128]

(Sekil 2. 9).
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Sekil 2. 9 UV radyasyona maruziyetinde melanin pigmentinin rolii [129]

Melanosit-keratinosit kompleksi, cok cesitli cevresel uyaranlara siklikla parakrin
ve/veya otokrin yolla hizl bir bicimde yanit verir. Boylelikle, melanositler UV
radyasyon, aguti sinyal proteini, melanosit stimile edici hormon (MSH), endotelinler,

blyume faktorleri, sitokinler gibi etkenlere karsilik verirler.

UV radyasyona maruziyetten sonra, melanositler, proopiomelanokortin (POMC,
MSH’In prekiirsoéri) ve reseptori melanokortin 1 reseptoriinin, tirozinaz (TYR) ve
tirozinaz ile ilgili protein-1 (TYRP1), protein kinaz C (PKC) ve diger sinyal faktorlerinin

ekspresyonunu arttirirlar [130, 131].

Diger yandan, UV’'nin keratinositler tarafindan endotelin-1 (ET-1) ve POMC Uretimini
stimile ettigi bilinmektedir. Daha sonra bu faktorler, melanosit fonksiyonunu stimile

etmek i¢in parakrin bir davranis sergilerler [132, 133].

Keratinositlere ek olarak, fibroblastlar ve ciltteki muhtemel diger hiicreler, sitokinleri,
buyume faktorlerini ve inflamatuar mediyatorleri Greterek, melanin sentezini ve/veya

melanositler araciliglyla keratinositlere melanin transferini arttirirlar [134].

2.3.2 Melanogenez

Melanogenez, melanin sentezinden sorumlu biyokimyasal bir yolaktir [135]. Melanin
biyosentezi, melanozomlar olarak adlandirilan membrana bagl organaller icerisindeki
cok ozel hicreler olan melanositler icerisinde meydana gelen kompleks bir olaydir
[136].
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Melaninin, feomelanin ve dmelanin olmak Uzere baslica iki tipi vardir. Bu iki tip, sentez
yolu ve renk agisindan birbirinden farklilik gésterir. Melanin, UV isinlarini absoplama ve
dagitmada, serbest radikalleri ortadan kaldirmada, oksidasyon-rediksiyon
reaksiyonlarida ve iyon depolanmasinda viicut igin yararli olan sayisiz géreve sahiptir.
Yogun glines isigina maruziyet sonucunda sentezi artar. En fazla deride bulunmakla
birlikte, sacta, gozlin iris tabakasinda, i¢ kulagin stria vascularis ve beyin kokiinin

substantia nigra bolgelerinde de bulunur [96, 137, 138].

Uretilen melanin tipinin belirlenmesinde melanogenez enzimlerinin fonksiyonlari ve

substratlarin kullanimi asagidaki Sekil 2. 10" da gorilmektedir.

Tirozin
TYR
Y
L-DOPA
TYR
Y
Dopakinon
Sistein yoklugunV wi"
Dopakrom Sisteinildopa
TRP3 Dksl.idasylrun
Polimerizasyon
OHICA OHI Feomelanin
sar-kirmizi
TRF'll l
DHICA-melanin OHI-melanin
Omelanin
kahverengi-siyah

Sekil 2. 10 Melanogenez sirasinda melanositlerdeki melanin sentezinin sadelestirilmis
semasi [126]

Tirozinaz, baslica enzimler tirozinaz (TYR), tirozin iliskili protein 1 (TYRP1) ve 2 (TYRP2)
enzimlerinin etkisi altinda melanine (6melanin ve feomelanin olarak adlandirilan
pigment karisimi) dondsur.

40



TYR, L-3,4-dihidroksifenilalanin hizla dopakinona okside olmasi amaciyla tirozin
hidroksilasyonunu gerceklestirir [139]. Sistein varliginda dopakinon sisteinle etkilesirek
3- veya 5-sisteinildopanin olusmasini saglar. Daha sonra oksidasyon ve polimerizasyon
gerceklesir ve sari-kirmizi renkteki ¢6zlinir melanin olan feomelanin sentezlenir [135,

140].

Tiyollerin (sistein, glutatyon veya tiyoredoksin) yoklugunda kahverengi-siyah renkteki
Omelanin Uretilir. Dopakinon kendiliginden siklizasyona ugrar [141]. Dopakrom
kendiliginden karboksilik asit kaybeder ve 5,6-dihidroksiindol (DHI) meydana gelir. DHI,
hizla oksidize ve polimerize olarak koyu kahverengi-siyah renkteki ¢oziiniir olmayan

DHI-melanine donUslir.

Ancak, eger dopakrom tatomeraz (TYRP2/DCT) bulunuyorsa, dopakrom, DHI-2-
karboksilik asiti (DHICA) olusturur [142]. Tirozinaz ve TYRP1 sonug olarak daha acik
kahverengindeki DHICA-melanini elde etmek icin daha fazla donisimi katalize eder

[135, 143].

insan cildi tiim melanin tiplerinin bir karisimini icermektedir. Kismen bunlarin oranlari

gOorunir pigmentasyonu belirler [144].

Omelanin icerigine bagl olan farkli etnik gruplar arasindaki cilt pigmentasyonunun
cesitliligi korunmaktadir. Omelaninin toplam melanine orani cilt rengini belirler [143].
Feomelanin cilt rengiyle korelasyon gostermez. Koyu ve acglk tenli kisilerde bu
pigmentin yogunlugu benzerdir. Sag rengini ise 6melaninin feomelanine orani belirler
[145]. Omelanin, feomelanine kiyasla degredasyona daha yiiksek dayanikhlik gdsterme
ve reaktif oksijen tirlerini (ROS) notralize etme gibi daha iyi fotokoruyucu 6zelliklere
sahiptir [146]. Omelaninlerin fotokorumada kirmizimsi feomelaninden daha etkili
oldugu dusinilmektedir. Sonug olarak, acgik tenli ciltlerde cilt kanseri riski koyu
tenlilerden 30-40 kat daha yilksektir [140]. Melanogenez diizenleyici genlerin Urinleri,
subsellller, selliler, doku ve cevresel dlizeylerde hareket eder [147]. Melanogenez
sirasinda, ara Urlin olarak sitotoksik molekiller (hidrojen peroksit, kinonlar)
sentezlenir. Boylelikle, melanositler melanozomlardaki melanogenez alanlarini ayirarak

kendilerini korurlar ve antiapoptotik protein Bcl-2'nin seviyesini arttirirlar [147, 148].
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Halen bir tartisma konusu olarak kalsa da melanozomlarin muhtemelen melanositlerin
endoplazmik retikulumlarindan meydana geldigi disinilmektedir [2]. Melanozomlarin
gelismeleri igin TYR, TYRP1 ve TYRP2 gereklidir. Bu Ui¢ enzimden TYR, melanogenez igin
hayati 6neme sahiptir. TYR, endoplazmik retikulumun ribozomlarinda sentezlenir ve
normal yapi ve fonsiyonlari icin gerekli bir proses olan glikolizasyonun gercekletigi

Golgi kompleksine tasinir [149, 150].

Melanozomlarin gelismesinde dért basamak bulunmaktadir (Sekil 2. 11). ilk olarak
glikoproteinler (Pmell7, MART-1) tarafindan olusturulan fibriller matriksin igerisinde
bir vezikiil gelisir (1. evre). 2. evrede TYR ve melanogenezin diger enzimleri olusur.
Melanozomlar polimerize olan ve internal fibriller tizerinde yerlesen melanini Gretir (3.

evre). Son asamada melanozomlar melanin ile doldurulur (4. evre).

Melanozom tzellikleri 1. evre 2. evre 3. evre 4, evre

A
Sekil Kiiresel ince-uzun Elipsoidal Elipsoidal
internal Yap - Matriks fibrilleri gGriinir Matriks fibrilleri gériiniir  Matriks fibrilleri polimerize
melaninle kaphdir

TYR - 1 t t
TYRP1 - + + *
TYRP2 - + + +

Melanin sentezi - - Baglar, internal fibriller izerine yerlegir Melaninle dolu
Renk Kahverengi Koyu kahverengi-siyah

Sekil 2. 11 Melanin sentezi sirasinda melanozomlarin gelisim asamalarinin 6zellikleri

1. evredeki premelanozomlar amorf bir matrikse sahip olan yuvarlak ve kigulk
vezikillerdir. 2. evrede melanozomlar diizenli yapisal fibriller bir matrikse sahiptir. Bu
evrede TYR bulunur fakat pigment sentezi gérilmez. Melanin sentezinin Uretimi 3.
evrede gergeklesmeye baslar. Pigment bu evrede protein liflerde depolanmaktadir.
Son evre olan 4. evrede ise pigment tim melanozlari doldurur [126, 151]. Melaninle
dolu olan melanozomlar, tirozinaz aktivitesini kaybeder ve gevredeki keratinositlere

iletilir [152].
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2.3.3  Melanin Pigmentasyonunu Etkileyen Faktérler

2.3.3.1 Enzim Uzerindeki Etkisi

Melanin olusumu, renksiz bir aminoasit olan tirozinin ¢6zlinlir olmayan kahverengi bir
polimere donisiminl icermektedir. Bu proses, memeli dokularinda yalnizca TYR
enziminin katalitik aktivitesi ile yUrGtalir. Molekiler oksijen ve TYR varliginda, tirozin
dopaya oksidize olur. ilk reaksiyonda olusan dopa, geri déniisimli bir reaksiyonla
enzimatik olarak dopakinona oksidize olur. Boylelikle olusan dopakinon, reaksiyon
sisteminde askorbik asit gibi indirgen ajan varliginda dopaya yeniden indirgenebilir.
Diger asamalar enzimlerin yoklugunda ilerleyebilir [153]. TYR bir bakir protein

kompleksidir.

Melanin olusumu, TYR aktivitesi inhibe edildiginde engellenebilir. Sicaklik, pH, substrat
konsantrasyonlari ve enzimatik bir reaksiyonu etkileyen inhibitorlerin varligi ya da
yoklugu gibi genel faktorler, TYR reaksiyonunu dogal olarak etkilemektedir. TYR

aktivitesini spesif olarak etkileyen diger faktorler asagidaki gibi gruplanabilir:

1. Bakir baglayici ajanlar: Bakir, enzimatik aktivite icin TYR’nin esansiyel bir kismidir.
Bakiri baglayan herhangi bir ajan enzimi inaktif hale getirir. Bu ajanlarin arasindan
reaktif bir slfhidril grubuna sahip olan bilesenler enzim reaksiyonunu inhibe edecektir.
Rothman ve ark.lari 1940’larin baslarinda yirattikleri bir ¢alisma sonucunda, diyaliz
edilebilir, suda ¢ozlintr sulfhidril tasiyan bilesenlerin insan epidermisinde tirozin ve
dopadan melanin olusumunu inhibe ettiklerini bildirmistir [154]. Halprin ve Ohkawara,
epidermal ekstraktlarda bulunan sdlfhidril bileseni indirgenmis glutatyonun melanin
olusumunu ortadan kaldirdigini géstermistir. Calismada ayrica Zenci ve Kafkas irki
ciltleri kiyaslanmis ve Zenci cildinin Kafkas cildine gére daha az indirgenmis glutatyon
ve glutatyon rediktaz icerdigi saptanmistir.

Adachi, melanotik ve amelanotik fare melanomalarinda enzim aktivitelerini
karsilastirmistir. Sonucta, amelanotik timorlerin gozle gorilir bir TYR aktivitesinin
olmadigini fakat melanotik tlimorlere kiyasla yaklasik iki kat daha fazla glutatyon
peroksidaz aktivitesine sahip oldugu bulunmustur [155]. Hu, ergotionin ve Cleland
reaktifi gibi reaktif stlfhidril gruplarina sahip ajanlari kiiltlir ortamina ilave etmis ancak

melanogenezi inhibe etmede etkisi olup olmadigini ortaya ¢ikaramamistir.
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Bu bilesenler, ylksek konsantrasyonlarda hiicre blylimesini tamamen ortadan

kaldirirken, diisiik konsantrasyonlarda herhangi bir etki gdstermemektedir [156].

2. indirgen ajanlar: Tirozinin dopakinona déniisiimiine katilan ilk reaksiyon oksidatif bir
proses oldugundan, giicli indirgen ajanlar bu reaksiyonu etkileyebilir. Ornegin,

askorbik asit, in vitro bir depigmentasyon ajani olarak distniimektedir.

3. TYR inhibitorleri: Satoh ve Mishima [156] ve Chian ve Wilgram , Fortner’s hamster
melanomada ve S91, B16 ve Harding-Passey fare melanomalarinda TYR inhibitorlerinin
varhgini gostermistir.  Bu inhibitorlerin hem pigmente hem de non-pigmente
timorlerde yliksek aktivite gosterdikleri bulunmustur. UV isinlarinin Chian ve Wilgram
tarafindan izole edilen inhibitori inaktive ettigi gosterilmistir. Fortner’s melanomada
inhibitor, bakir ilavesi ile degismez. Bu nedenle, bir silfhidril bileseni olarak

gorinmemektedir [157].

2.3.3.2 Melanositlerin Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Hormonlarin, kimyasallarin ve radyasyonlarin melanositler ({zerindeki etkileri
gosterilmistir. Snell, a-MSH’in kobay derisindeki serbest melanin miktarini arttirmasina
ilaveten melanositlerin boyutu ve dendritik proseslerinin karmasikliginda bir yiikselme
meydana getirdigini bildirmistir [158]. Benzer sekilde Lerner ve McGuire, a-MSH ve B-
MSH’In insan derisinde koyulasma meydana getirdigini gozlemlemistir [159].
Literatlirde, Ostrojen ve progesteron gibi diger hormonlarin, hayvanlarda hem
melanositleri hem de melanin pigmentasyonunu etkiledigi rapor edilmistir. UV
radyasyonun, melanosit popllasyonunda bir artisin esilik ettigi ya da etmedigi melanin
pigmentasyonunu stimile ettigi gosterilmistir [160-162]. Ayrica literatiirde, X i1sinlari ve
toryum X’in lokal olarak deriye uygulanmasinin melanositlerin aktivitesinde artisa yol

actigindan bahsedilmektedir [163, 164].

44



2.3.4 Pigmentasyon Bozukluklari

Melanogenez farkli evrelere sahip kompleks bir sirectir. Bu silire¢c bozuldugunda,
melanositlerin sayisinda bir degisime neden olan ya da olmayan, hipo veya
hiperpigmentasyon olarak siniflandirilan farkl pigmentasyon hasarlari goériilmektedir
[1-3]. Pigmentasyon hasarlari ile baglantili, konjenital veya edinilmis, kalici veya gegici,
sistemik veya deri ile lokalize ¢ok cesitli dermatozlar bulunmaktadir [3]. Bu
dermatozlarin hastanin yasam kalitesi Uzerinde 6nemli bir etkiye sahip olmasi ve
tedavilerindeki tatmin edici olmayan sonuglar nedeniyle, ilag ve kozmetik endustrileri

devamli olarak yeni ¢oziimler arastirmaktadir [8, 9].

Melanositler, néral krest melanoblast hiicreleri kokenli olup, néral tiiplin kapanmasinin
ardindan epidermisin bazal katmani ve sag folikilleri olmak Gzere farkli boélgelere gog
etmektedir [96, 165, 166]. Bunlarin melanin Ureten hicrelere migrasyonu,
proliferasyonu ve diferansiyasyonu, melanositler ve melanoblastlardaki c-Kit reseptor
tirozin kinaza baglanan WNT glikoproteinlerinin ailesi, endotelin 3 (EDN3) ve kok hicre
faktort (SCF) gibi dorsal noral tip, ektoderm ve keratinositler tarafindan Uretilen
mediyatorlere baghdir [96, 167]. Kemik morfogenetik proteinleri bu olaylari antagonize
eder. Boylelikle, bu mediyatorlerin salinimi melanosit migrasyonu asamasinda azalir.
Piebaldizm, c-Kit ve SCF genlerindeki mutasyonun sebep oldugu, depigmente

makadllerin eslik ettigi bir genodermatozdur [96, 166, 168] (Cizelge 2. 1).

Piebaldizmde |6kodermal alanlar igerisinde hiperpigmente alanlarin bulunmasi
vitiligodan ayirt edilmesini saglar. Bu lezyonlar siklikla bas, gévde, kol ve bacaklarda
orta hatta yerlesir. El ve ayak sirtlarinda goérilmez. Piebaldizm dogumdan itibaren
mevcut ve kalici iken vitiligo genellikle dogumda ortaya ¢ikmaz ve olustuktan sonra
genisleyerek yayilim gosterir. Piebaldizmde deri lezyonlarina nadir olarak heterokromi
ve sagirlik da eslik edebilir. Dolayisiyla piebaldizm tanisi, klinisyen icin; Waardenburg
sendromu ve Woolf sendromu agisindan uyarici olmalidir. Hastalar mutlaka gérme ve

duyma muayeneleri ile degerlendirilmelidirler [169].
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Melanin sentezi, lizozomla iliskili organeller olan melanozomlarda meydana gelir.
Melanozomlarin hasari, kutan6z hipopigmentasyon ve sistemik belirtilerin eslik ettigi
Chediak-Higashi sendromu ve Hermansky-Pudlak sendromundan sorumludur [124,
151, 168, 169] (Cizelge 2. 1). Cilt pigmentasyonunda gorev alan, melanojenik enzimlere
ve melanine (glikoprotein Pmell17) baglanan fibriller matriks bilesenleri gibi anahtar
proteinler melanozomlarda yer alir. Bu organellerde, yapisal matriks diizenlenir, TYR
enzimi elde edilir ve dort olgunlasma evresi ile melanin sentezi gerceklesir [2, 96, 124,
151]. Melanojenik enzimlerin elde edilmesi, membranla iliskili donUstlirlicii protein
(MATP) ile duzenlenir ve ilgili genin mutasyonu okilokitandz albinizm tip 4’U belirler
[96, 124, 168]. Melanin sentezi tamamlandiginda melanozomlar, mikrotiblil proteinler
(kinesin, dinein) tarafindan kontrol edilen bir hareket icinde cift yonli olarak
perindkleer alandan melanosit dendritlerine dogru hareket eder. Bu hareket,
melanzomlarin, miyozin Va, Rab27a ve melanofilin (mlph) tarafindan olusturulan bir
kompleks araciligiyla aktin filamentlere baglanmasiyla son bulur [2]. ilgili genlerdeki
mutasyonlar, Griscelli sendromunun cesitli formlarini belirler [124] (Cizelge 2. 1).
Melanozomlarin tamamen olgunlagsmasi icin melanozomal membrandaki protein
pompasi p-proteine bagl intramelanozomal pH’ta 5’'ten 6,8’e bir artis gereklidir [170].
Bu evre, bir taraftan, fonsiyonel p-proteinin kaybinin neden oldugu okilokiitanoz
albinizm tip 2, diger bir taraftan proton pompasi inhibitorleri ile tedavi edilen vitiligo
hastalarinda gozlenen repigmentasyon tedavisi segeneklerine daha duisik yanit

nedeniyle 6nemlidir [124, 166, 170] (Cizelge 2. 1).
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Cizelge 2. 1 Hipopigmentasyon ve depigmentasyon ile genodermatozlar [124]

Genodermatozlar | Melanogenez Etkilenen gen Kalitim; klinik
tizerindeki hasari ozellikleri
Piebaldizm Melanoblast C-KT, SCF Otozomal
proliferasyonu, Dominant,
cilt makadlleri pigmentsiz ve beyaz
percem
Waardenburg Melanoblast WS1 ve WS3, | Otozomal
Sendromu (WS) proliferasyonu ve | PAX3 Dominant,
migrasyonu WS2, MITF, pigmentsiz cilt
SOX10 makdlleri, beyaz
percem, iris
WS4 SOX10, ..
heterokromisi,
EDN3 <
sagirhk
Tietz Sendromu Melanoblast MITF Otozomal
proliferasyonu ve Dominant,
migrasyonu hipopigmentasyon,
sagirhk
Okdilokutano6z Melanin sentezi OCA1: TR Otozomal Resesif,

albinizm OCA2: OCA 2 (p pembe cilt, beyaz
geni) sag, sarl, kahverengi,
kirmizi goéz bebegi,
OCA3: TRP1 ; I
gorme keskinliginde
OCA4: MATP azalma, nistagmus,
fotofobi
Menkes Melanin sentezi ATP7A X'e bagh resesif,
Sendromu seyrek saglar,
norolojik
bozukluklar
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Cizelge 2. 1 Hipopigmentasyon ve depigmentasyon ile genodermatozlar (devami)

Genodermatozlar | Melanogenez Etkilenen gen Kalitim; klinik
tizerindeki hasari ozellikleri
Chediak-Higashi Melanozom LYST Otozomal Resesif,
Sendromu sentezi cilt ve sacta glimis
parlakhgi, iriste
hipopigmentasyon,
norolojik
bozukluklar, okiler
albinizm immun
yetmezligi,
pansitopeni
Hermansky- Melanozom HPS Otozomal Resesif,
Pudlak Sendromu | sentezi deride beyaz lekeler,
okdler albinizm,
kanama egilimi
Griscelli Melanozom GS1: MYO5A Otozomal Resesif,
Sendromu transferi GS2: RAB27A cilt ve sacta
hipopigmentasyon,
GS3: HPLM okler albinizm,
norolojik
bozukluklar

Epidermiste, her bir melanosit hiicresi dendritleri araciligiyla, olgun melanozomlarin

keratinositlerin sitoplazmasina transferine olanak saglayarak, 30-40 keratinosit ile

etkilesir [1, 165]. Bu transfer tam olarak anlasilamamis olsa da ekzositoz, sitofagositoz,

plazma

zarlarinin ~ flizyonu

mekanizmalarla agiklanmaktadir [2].

ve membrana
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2.3.4.1 Hipopigmentasyon

Cilt pigmentasyonu baslica kan ve melaninden kaynaklanmaktadir. Hipopigmentasyon,
azalmis pigmentasyonun herhangi bir formu anlamina gelir. Hipomelanozis spesifik
olarak melanin icerigindeki bir azalmayi, depigmentasyon ise neredeyse her zaman
melanin eksikligi nedeniyle ortaya ¢ikan pigment yoklugunu belirtir. Hipopigmentasyon
hastaliklari genellikle etiyolojisine (konjenital veya edinilmis), baslangi¢ yasina
(cocukluk ya da yetiskinlik) ve lezyonlarin derecesine (lokalize veya jeneralize) bagh
olarak siniflandirilir. Bunlarin yani sira, hastalik pigment kaybinin derecesi, iliskili
morfolojik belirtiler ve yer aldigi bolge gibi klinik bulgulara dayanarak da ayirt edilebilir

[171].
a) Vitiligo

Vitiligo klinik olarak depigmente makiil ve yamalar ile karakterizedir. Histolojik olarak
epidermisteki ve daha az siklikta sac¢ folikiillerindeki melanositlerin yoklugu veya
azalmasiyla ilgilidir. Vitiligo sik rastlanan ve genel popilasyonun % 0,5 ile 2’sini
etkileyen bir hastaliktir. Ortalama 20 yasinda baslamakla birlikte en sik 10 ile 30 yaslari
arasinda goriilmektedir [172]. Hastalar, vitiligonun baslangic yasi olarak % 25-30

arasinda ¢ocikluk doneminde basladigini rapor etmistir [173, 174].

Hastalik icin kesin bir cinsiyet ayrimi yoktur. Vitiligo hem genetik hem de cgevresel

faktorlere bagl gelisen multifaktoriyel bir hastaliktir [175].

Vitiligolu ciltte fonksiyonel melanositlerin yoklugu, muhtemelen melanositlerin
hasarinin bir sonucudur. Melanositlerin hasari igin ¢esitli patojenik hipotezler 6ne

suridlmektedir:

1. Otoimmiun hipotezi

2. intrinsik melanosit bozuklugu hipotezi

3. Hasarli serbest radikal savunma hipotezi
4. Azalmis melanosit hayatta kalma hipotezi

5. Transepidermal melanositorajik hipotezi
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Calismalardan elde edilen bulgular daha g¢ok otoimmiin bir patogenezi destekler
nitelikte olsa da, norohimoral, sitotoksik veya oksidatif stres gibi birden c¢ok

patofizyolojik siirecin de etiyolojisinde rol oynadigina dair bulgular mevcuttur [175].

Vitiligo sut beyazi makiller ve keskin sinirh yamalar ile karakterizedir. Lezyonlar
genellikle ylz (Sekil 2. 12), boyun, koltuk alti, dirsek, diz, baldir ve el ve ayaklarin dorsal
kisimlarinda simetrik olarak dagilm gosterir [173]. Bu gorinlr bozukluk bireylerde
psikolojik, sosyal ve fizyolojik agidan bircok probleme yol acabilir. Ornegin, kafa derisi
Uzerinde beyaz lekeler veya cizgiler birakarak sa¢ rengini (her zaman olmasa da)

etkileyebilir. Benzer sekilde kirpikler, kas ve sakal da bu durumdan etkilenebilir [176].

Sekil 2. 12 Yuzdeki vitiligo lezyonlari [173]

Asagidaki siniflandirmaya gore vitiligonun lokalize, jeneralize ve genel olmak (zere (g

genel tipi mevcuttur.

1. Lokalize

a. Fokal: Bir alanda bir ya da daha fazla lezyon, ancak segmental bir dagilim yok.
b. Segmental: Viicudun tek tarafinda yer alan bir ya da daha fazla lezyon.

2. Jeneralize

a. Vulgaris: Genis bir alana dagilmis yaygin lezyonlar (vicut ylzey alaninin % 80’ini
etkiler).
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b. Akrofasiyal: Ekstremitelerde ve yiizde gesitli lezyonlar.
3. Genel
Viicut ylizey alaninin % 80’inden fazla etkilenmis.

Vitiligonun gidisati dngorilememekte olup, hastalik uzun bir siire stabilize kalabildigi
gibi hizla siddetlenebilir. Ozellikle yaz aylarinda kendili§inden repigmentasyon
bildirilmistir. Bazi hastalar stresli donemlerde yeni lezyonlarin gelistigini rapor etmistir.

Vitiligo tedavisinde gesitli yontemler kullaniimaktadir [177-180].

Topikal kortikosteroidler, topikal kalsindrin inhibitorleri (takrolimus ve pimekrolimus),
fototerapi (dar bantli UVB, fotokemoterapi), eksimer lazer ve cerrahi (mini greft,
vakum blister epidermal grefti, kiltire edilmis otolog melanosit grefti ve kiltire
edilmemis epidermal hicre sispansiyonlarinin grefti) gibi yontemler tedavide
kullaniimaktadir. Yizdeki lezyonlarda ve koyu tenli hastalarda tedaviye daha iyi yanit

alinmaktadir [173].
b) Postinflamatuar Hipomelanozis

Kutanoz inflamasyon, rezidiiel hipopigmente lezyonlarin ortaya ¢ikmasiyla sonuclanan,
cilt rengini diizenleyen cesitli yolaklari degistirebilir. Sedef hastaligi, seboreik dermatit,
atopik dermatit, sarkoidoz, mikozis fungoides ve lupus gibi pek c¢ok dermatoz,
postinflamatuar hipopigmentasyona yol acabilmektedir. Postinflamatuar
hipopigmentasyon lezyonlari genellikle yavas yavas gider. Direngli vakalarda, UVB

fototerapi ve epidermal ya da melanosit grefti tedavide yardimci olabilir [173].
c) Pityriasis alba

Pityriasis albanin patogenezi tam olarak aydinlatiimamis olsa da postinflamatuar
hipomelanozis sinifina dahil olan ve ¢ok yaygin goérilen bir hastaliktir. Bu hastalik her
iki cinste esit oranda ve siklikla atopik ¢ocuklarda ve genclerde gorilmektedir. Baslica
ylzde, ozellikle de yanaklarda simetrik olarak dagilim gosteren c¢oklu makdller ve
yamalar ile karakterizedir. Lezyonlar, ¢ogunlukla koyu tenli kisilerde, sinirlari keskin
olmayan soluk pembe veya acik kahverengi hipopigmente yuvarlak bir makuldur.

Kendiliginden dlizelmeden 0&nce aylarca ya da vyillarca devam edebilir [173].
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Kepeklenmenin varligi pityriasis versicolorda indikatiftir. Ancak, bu kepeklenme

genellikle ince ve genellikle lezyonlarda kasinma gorilene kadar belirgin degildir.

Bu durum tipik olarak adolesanlarin ve geng yetiskinlerin gbévdelerinde, ergenlik
donemi basladiktan sonra sebasdz bezlerin daha aktif hale gelmesiyle meydana gelir
[172]. Histolojik olarak, epidermiste azalmis melaninle birlikte subakut spongiotik
dermatit vardir. Emolyentlerden daha etkin bir tedavi segenegi bulunmamaktadir

[173].
d) Piebaldizm

Piebaldizm, poliozis ve sinirli stabil I6koderma ile karakterize otozomal dominant bir
hastaliktir [173]. Piebaldizm, sa¢ ve derinin etkilenen boélgelerinde melanosit yoklugu
ile karakterize otozomal dominant gecisli nadir bir hastaliktir. Irk ayrimi géstermez, her
iki cins de esit olarak etkilenir. Nadir goriilen bu hastalik, embriyonik yasam sirasinda
melanoblastlarin  diferansiasyonunu ve migrasyonunu etkileyen c-kit geninin
mutasyonu sonucu gelismektedir. Poliosis ve etkilenmis bolgelerde melanositlerin

yokluguna bagh gelisen sinirli stabil Iokoderma ile karakterizedir [181].

Piebaldizm, dogumdan itibaren yer alir ve sabittir. Bunun aksine, vitiligo genellikle
dogumda ortaya ¢ikmaz ve olustuktan sonra genisleyerek yayilir. Piebaldizmde deri
lezyonlarina nadir olarak heterokromi ve sagirlik eslik edebilir. Dolayisiyla piebaldizm
tanisi, klinisyen igin; Waardenburg sendromu ve Woolf sendromu agisindan uyarici
olmalidir. Hastalar mutlaka gérme ve duyma muayeneleri ile degerlendirilmelidirler

[169].

2.3.5 Piperin

Piper longum L. (uzun biber) ve Piper nigrum L. (karabiber) (Piperaceae), geleneksel
olarak Hint tibbinda ve genel olarak bir baharat olarak kullaniimaktadir. Piperin,
karabiberdeki oleoresinden elde edilen, Piper longum L. ve Piper nigrum L.’nin aci

tadini veren bir alkoloiddir [182] (Sekil 2. 13).
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Sekil 2. 13 Piperinin molekiler yapisi [183]

Piperin, karabiberin % 5-7’sini olusturmaktadir. Bu bilesen cok cesitli biyolojik

aktivitelere sahiptir [11].

2.3.5.1 Piperinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Fiziksel durumu: Kirli beyaz, sari, kahve renkli kristalin toz

Molekiiler formli: C17H19NO3

IUPAC ismi: (2E,4E)-5-(1,3-benzodioksol-5-yl)-1-piperidin-1-ilpenta-2,4-dien-1-on
Diger isimleri: 5-(3,4-Metilendioksifenil)-2,4-pentadienoil-2-piperidin
Piperoilpiperidin

Bioperin

Molekul Agirligi: 285,33766 g/mol

Erime Derecesi: 130 °C

logP: 3,5
Yogunluk: 1.193 g/cm3

Sudaki ¢cézunarlik: 40 mg/L

Solventlerdeki ¢ozUnirlGgl: Asetik asit, benzen, etanol ve kloroform icinde ¢ézindr.

Eter icinde az ¢ozlintr [59].
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2.3.5.2 Piperinin Biyolojik Aktiviteleri

a) Antidepresan Aktivite

Yiruttlen bilimsel bir calismada, Song ve ark.lari (2007), kronik hafif stres prosediiriine
maruz birakilan farelerde piperinin antidepresan etkisini arastirmistir. Piperinin 2,5, 5
ve 10 mg/kg dozlarda 14 gun boyunca tekrarlanan uygulamasi, sukroz tiketimi, plazma
kortikosteron seviyesi ve agik alan aktivitesindeki degisikliklerle indiiklenen kronik
stresi ortadan kaldirmistir. Buna ilaveten, piperin tedavisi ile hipokampal progenitor
hiicrelerin proliferasyonundaki azalma ve kronik stresli farelerin hipokamplisiinde

beyin kdkenli nérotrofik faktoriin seviyesinde iyilesme gozlenmistir [184].
b) Biyolojik Aktiviteyi Arttirici

Kulkarni ve ark.lar1 (2008), piperinin (2.5 mg/kg, intraperitoneal) kurkumin (20 and 40
mg/kg, intraperitoneal) ile es zamanl olarak uygulanmasini arastirmistir. Sonucta,

antidepresan aktivitelerde kuvvetlenme meydana gelmistir [185].

Vladimir ve ark.lari (1999), piperinin (5 mg) es zamanh uygulanmasinin serum B-
karoten konsantrasyonu Uzerine etkisini 14 gin boyunca saghklh gonillilerde
arastirmistir. Sonuglar, piperinle desteklendiginde, serum B-karoten
konsantrasyonunda, yalnizca B-karoten iceren plaseboya kiyasla anlamli bir artis (p<
0.0001) oldugunu gostermistir. B-karotene piperin ilavesi, plaseboya kiyasla egri alti

alanda % 60’lik bir artis meydana getirmistir [186].

Bhutani ve ark.lari (2009), kurkuminin piperinle kombinasyonunun antidepresan
etkisini arastirmistir. Piperinin (2.5 mg/kg, intraperitoneal, 21 gin), kurkuminle
kombinasyonunun (20 and 40 mg/kg, intraperitoneal), kurkuminin anti-immobilite,
noérotransmitter (serotonin ve dopamin) arttirici ve monoamin oksidaz inhibitori
(MAO-A) etkilerini kurkumine kiyasla anlamli 6lglide arttirdigl sonucuna varilmistir

[185].

Lambert ve ark.lari (2004), piperin (70.2 umol/kg, per oral), (-)-Epigallokatesin-3-gallat
(163.8 umol/kg, per oral) ile birlikte, erkek CF-1 farelere uygulandiginda, yalnizca (-)-
Epigallokatesin-3-gallatin uygulanmasina kiyasla plazma C(max) ve egri alti alani 1,3 kat
daha arttirdigini bildirmistir. Bu olay, glukuronidasyon ve gastrointestinal gecisin inhibe
edilmesine dayandirilmaktadir [187].
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c) Apoptozis inhibisyonu

Choi ve ark.lar (2007), piperinin (10-100 uM), House Ear Enstitlisi-Organ of Corti-1
hicrelerini (HEI-OC1), sisplatin ile indiiklenen apoptozise karsi, heme oksijenaz-1
ekspresyonunun indiksiyonu araciliglyla zamana ve doza bagh olarak korudugunu

ispatlamistir [188].
d) Genotoksisite

Selvendiran ve ark.lari (2005), benzo(a)piren ve siklofosfamid ile mikronukleus
olusumunda supresyon meydana geldigini (% 33,9-66,5) ortaya koymustur. Bu durum,
piperinin farelerde 25, 50 ve 75 mg/kg dozlarda oral yoldan uygulanmasini takiben

azalmistir [189].
e) Antioksidan

Selvendiran ve ark.lari (2005), piperinin, DNA hasari ve glutatyon transferaz, kinon
reduktaz ve UDP-glukuronosil transferaz gibi detoksifiye edici enzim aktiviteleri Gzerine
koruyucu etkisini benzo(a)piren ile indiklenmis akciger kanserli hayvanlar lizerinde

arastirmistir.

Sonucta, piperin desteginin (50 mg/kg, vicut agirhg), detoksifikasyon enzimlerinin
aktivitelerinde artisa ve tek hiicre elektroforezi ile saptanan DNA hasarinda azalmaya

yol actigini gbzlemlemistir [190].
f) Anti-platelet Aktivite

Park ve ark.lar1 (2007), Piper longum L.’nin meyvelerinden, dort adet asit amit (piperin,
pipernonalin, piperoktadekalidin ve piperlongumin) izole etmis ve bunlarin inhibitor
etkilerini, kolajen, arasidonik asit, platelet aktive edici faktor ve trombin ile
indiklenmis, yikanmis tavsan trombosit agresyonu Ulzerinde arastirmistir. Sonugta,
trombin ile indlklenenin haricinde platelet agregasyonu Uzerinde doza bagh inhibitor

aktivitelerinin oldugu gosterilmistir [191].
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g) Antiinflamatuar Aktivite

Pradeep ve ark.lari (2004), piperinin 2,5, 5 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda, B16F
melanoma hicrelerinin kollajen matriks invazyonunu doza bagh olarak inhibe
ettiklerini gostermistir. Ayrica, piperinin, interlokin-1B, interlokin-6, timoér nekroz
faktor- a (TNF- a) ve granilosit makrofaj koloni stimiile edici faktor (GM-CSF) gibi

proinflamatuar sitokinleri azalttig tespit edilmistir [192].
h) Antihipertansif Etki

Taqvi ve ark.lari (2008), intavendz uygulanan piperinin, normotansif anestezi
uygulanmis farelerde ortalama arteriyal basinci doza bagh olarak (1-10 mg/kg)

azalttigini gozlemlemistir [193].
1) Hepatoprotektif Etki

Matsuda ve ark.lari (2008), piperini metanolik ekstrakttan izole etmistir. Calismada,
piperinin, D-galaktozaminle indiiklenen karaciger toksisiteli farelerde, doza bagli olarak
serum GPT (glutamik pirlivik transaminaz) ve GOT (glutamik-oksaloasetik transaminaz)
seviyelerindeki yikselmeyi inhibe edebildigi sonucuna varilmistir. Bu inhibitor etki,

hepatositlerin TNF-a’ya olan duyarhiliginin azalmasina dayandiriimistir [194].
i) Antitiroid Aktivite

Panda ve ark.lari (2003), eriskin erkek isvicre albino farelere 15 giin boyunca peroral
yoldan 0,25 ve 2,5 mg/kg/guin piperin uygulamistir. Calismada, 2,5 mg/kg dozda piperin
uygulanmasiyla, tiroid hormonlarindan hem tiroksinin (T4) hem de triiyodotironinin
(T3) serum seviyelerinde azalma meydana geldigi sonucuna varilmistir. Ayrica, hepatik
5'D enziminde ve glukoz-6-fosfataz aktivitesinde azalmanin eslik ettigi glukoz
konsantrasyonlarinda bir dislis gerceklesmistir. Ancak, 0,25 mg/kg dozda piperin
uygulanan hayvanlarda, serum T3 konsantrasyonunun inhibisyonu haricinde diger

arastirilan aktivitelerde anlamli degisiklikler gézlemlenmemistir [195].
j) Antitimoral Aktivite

Duessel ve ark.lari (2008), piperinin 24 saatte antiproliferasyon etkisi gosterdigini
gozlemlemistir. Bu etki, 48 ve 72 saatte 100-200 uM konsantrasyonda insan kolon

kanseri hiicre kultiriinde (DLD-1) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur [196].
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k) Antiastmatik

Kim ve ark.lari (2009), Balb/c fare hicrelerinde ovalbuminle astimi indiklemis ve
tedavi amaciyla 8 hafta boyunca haftada 5 kez oral yoldan piperin (4,5 and 2,25
mg/kg) uygulamistir. Sonucta, piperin uygulanan gruplarda, interl6kin-4, interlokin-5,
immunoglobilin E ve histamin Gretiminin baskilanmasiyla, eozinofil infiltrasyonu,
alerjik solunum yolu inflamasyonu ve solunum yolu duyarhhiginda iyilesme gozlenmistir

[197].

2.3.5.3 Piperinin Pigmentasyon Uzerine Etkisi

Melanositler pigment hiicreleridir. Bu hicreler vitiligo gibi cilt rahatsizliklarinda
fonksiyonel epidermal melanositlerin kaybi nedeniyle biyiik 6l¢clide yok olmaktadir. Bu

nedenle de deride depigmente olmus lezyonlar meydana gelmektedir [12] (Sekil 2. 14).

Sekil 2. 14 Vitiligonun neden oldugu dizensiz cilt, sag ve kirpikte goriilen depigmente
lezyonlar [59]

GUnumizde bu hastaligin tedavisinde kullanilan yontemler; cilde kortikosteroidlerin
uygulanmasini ve cilt pigmentasyonunu yeniden kazandirmak igin UV radyasyon

kullanilarak uygulanan fototerapiyi icermektedir [5].

Ancak bu tedavi yontemlerinin uzun vadede bircok yan etkisinin oldugu ve her zaman
etkili olmadigi bilinmektedir. Yapilan arastirmalarda, 6zellikle kortikosteroid tedavisinin
uygulandigi hastalarin %25'inden daha azinda basarili sonuglar elde edilmistir. UV
radyasyon ile tedavide ise; lekeli ve diizensiz bir pigmentasyon elde edilirken, uzun

vadede cilt kanserine yol agma riski s6z konusudur [6, 7].
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Hastaligin tedavisinde, diinyada kabul géren mevcut etkili bir ydontemin olmamasi,
hastalarda kozmetik ve psikososyal sorunlar olusturarak kisinin yasam kalitesini
olumsuz yoénde etkilemektedir. Bazi arastirmacilar, vitiligoda inaktif melanositlerin
depigmente yamalar icerisinde kaldigini 6ne siirmektedir. Bu nedenle tedavi, tirozinazi
reaktive etmeye ve boylelikle melanin sentezini diizenlemeye yoénelik tasarlanabilir
[198, 199]. Son zamanlarda imminohistokimyasal yontemler ve taramali elektron
mikroskobu ile elde edilen bulgular, melanositlerin vitiligo makullerinde kayboldugunu

gOstermektedir.

Bu nedenle, tedavide bu hiicrelerle lezyonlarda repopilasyonun saglanmasi lzerine
odaklanilmalidir [200-202]. Bircok durumda, geleneksel bitkisel tedavilerle, 6zellikle de
geleneksel Cin tibbi ve Hint Ayurvedik tibbi ile olumlu sonuglar elde edildigi

gOzlenmistir [13].

Vitiligo icin geleneksel bitkisel tedavilerden olan PUVA’da (psoralen ve UVA) Psoralea
corylifolia L.’den elde edilen psoralenler ve KUVA’'da (khellin ve UVA) Ammi visnaga
L'den elde edilen khellin kullanilmaktadir [203]. Bu nedenle, geleneksel olarak
kullanilan diger bitkilerin sistematik taramasi yapilarak vitiligo icin yeni tedavi
ajanlarinin elde edilmesi akilci bir yoldur. Ozellikle, cilt kanseri ile iliskili oldugundan,
UV radyasyon ile aktive edilmeyi gerektirmeyen bilesenler avantaj saglayacaktir [204,

205].

Melanosit proliferasyonunu stimile ediciler, depigmentasyon rahatsizliklarinin
tedavisinde potansiyel tedavi ediciler olarak ilgi gormektedir. King's College
Londan'dan bir grup bilim adami, karabibere onun baharatli, keskin tadini veren temel
alkoloid piperini kesfetmislerdir. Piperin ve sentetik tlrevlerinin cilt pigmentasyonunu
stimlle ettigini ve ciltte pigmentasyonun tekrar saglanmasinda etkili oldugunu

gostermislerdir [7].

Soumyanath ve ark.lan tarafindan yiritiilen calismada, piperin in vitro ortamda
melanosit proliferasyonunu arttirmistir. Piperinin, protein kinaz C stimilasyonu yoluyla
etki ettigi gosterilmistir. tarafindan piperinin in vivo pigmentasyonu stimiile ettigi

ispatlanmistir [12].
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Yapilan diger bir ¢alismada, piperinin sulu ekstresi (0,1 mg/ml) ile 8 giin icinde fare
melanosit hatti kiltliriinin blylUmesinin yaklasik %300 oraninda uyarilmasinin

saglandigi gézlenmistir [13].

Bu bulgular, daha iyi sonuclar elde etmenin yaninda potansiyel tedavilerin
gelistiriimesine yol agabilir. Ayrica vitiligo tedavisinde UV radyasyona duyulan ihtiyaci

azaltarak deri kanseri riskini de digurebilir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1 Deneylerde Kullanilan Malzemeler ve Ekipmanlar

3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Deneysel calismalarda kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri Cizelge 3. 1'de

gOsterilmistir.

Cizelge 3. 1 Deneysel calismada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasalin Adi Alindig1 Firma Katalog No
Piperin Sigma-Aldrich P49007
DL-alfa tokoferol asetat Sigma-Aldrich T3376
izodesil neopentanoat (DUB VCI Stearinerie Dubois 60209-82-7
10)
Undesil alkol (Sensiva® PA 30) Schiilke
Yiksek duzeyde saflastiriimis, Gattefosse 3265/5
dietilen glikol monoetil eter,
EP/NF (Transcutol HP)
Kaprilik / kaprik trigliserit Gattefosse 3139/7
(Labrafac Lipophile WL 1349)
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Cizelge 3. 1 Deneysel calismada kullanilan kimyasal maddeler (devami)

Kimyasalin Adi Alindigi Firma Katalog No
Poli (etilen glikol) -blok-poli Sigma-Aldrich 15759
(propilen glikol) -blok-poli
(etilen glikol)
(Pluronic® F68)
Metanol Merck 106007.2500
Sodyum dihidrojen fosfat Duchefa Biochemie S0522
dihidrat (NaH2P04.2H,0)
Disodyum hidrojen fosfat Merck 106574
heptahidrat (Na;HPO4.7H,0)
Sodyum klorir Merck 106404
Thiazoly Blue Tetrazolium Affymetrix 298-93-1
Bromide (MTT)
Fosfat tamponu tableti Sigma-Aldrich P4417
Tripsin-EDTA (1X) Gibco 25200056
Fetal Sigir Serumu (FBS) Gibco 16000044
Penisilin-Streptomisin Gibco 15140122
Dulbecco’s Modified Eagle Gibco 10565018
Medium (DMEM/F-12)
Dimetil Siilfoksit (DMSO) CARLO ERBA 445103
Tripan Mavisi Gibco 15250061

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Witeg Homojenizator

Malvern Zetasizer Nano ZS

WTW inolab pH 720 pH-metre

Sonics VC 750 Ultrasonik Homojenizator

Shimadzu UV 1601 UV Spektrofotometre
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Hanna iletkenlik Olger

Brookfield HA DV3T Reometre

Shimadzu Scanning Probe Microscope-SPM 9600
Nive Sogutmal Santrif(j

Bandelin Sonorex Ultrasonik Su Banyosu
Niive TC120 iklimlendirme Kabini

Radwag AS220R2 Analitik Terazi

Sartorius CP 225D Hassas Terazi

ELGA Purelab Ultra Distile Su Cihazi

GFL Calkalamali Su Banyosu 1083

TEZSAN BIOSAFETY CABINET Class Il Kabin
LEEC Precision 50 Culture Safe CO; Etiliv
BEL INV-199-FL Floresans Mikroskop

Thermo Labsystems Multiskan Ascent Mikroplate Okuyucu

3.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler

3.2.1 Tetrazolium salt 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) Tamponu

10 mg/ml MTT c¢ozeltisi icin, 10 mg tetrazolyum tuzu 1 ml fosfat tamponunda

¢Ozinduralup, 45 um’lik filtre ile filtre edildi.

3.2.2 Sodyum Fosfat Tamponu

2,68 gram disodyum hidrojen fosfat heptahidrat (Na2HPO4.7H,0), 0,156 gram sodyum
dihidrojen fosfat dihidrat (NaH2P04.2H,0) ve 5,84 sodyum klorir tartildi. 1 L distile su

ile tamamlandi ve pH 7,4’e ayarlandi.
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3.3 Deneysel Calismalarda Kullanilan Olgiim Yontemleri

3.3.1 Zeta Potansiyeli ve Damlacik Boyutu Ol¢iimii

Zetasizer cihazi sivi ortamlardaki pargaciklarin veya molekillerin Ug¢ karakteristik
ozelligi olan buylklik dagilimlan, ylzey ylkleri (zeta potansiyel) ve molekiler
agirhklarini 6lgmek igin kullanilir. Blytklik dagilimlarini dinamik 1sik sagilimi (Dynamic
Light Scattering, DLS), molekiiler agirhklarini statik 1sik sagilmasi (Static Light Scattering,
SLS), zeta potansiyelini ise lazer doppler elektroforez (Laser Doppler Electrophoresis,

LDE) teknigi ile saptamaktadir [59].

Foton korelasyon spektroskopisi (PCS) olarak da bilinen DLS, tek bir dalga boyundan
olusan lazer isinini kullanilir. Tanecik boyutu 6l¢lilmek istenen 6rnek, bir sivi icerisinde
uygun bir konsantrasyonda olacak sekilde dagitilir. Isin demeti, hazirlanan 6rnegin
Uzerine gonderilir. Taneciklerin belirli bir acida (genellikle 90° veya 173°) sactigi isik,
dedektor tarafindan toplanir. Dedektor cikisinda bulunan korelator ile saciimin
siddetine ait korelasyon fonksiyonundaki degisimden ortalama tanecik boyutu ve

polidispersite indeksi bulunur. Bunun icin kiimilant metodu kullanilir [206].

Negatif yikli bir parcacik, iyonlar iceren sivi bir ortamda sispande edildiginde
parcacigin yaninda olan zit yiiklii iyonlar parcaciga sikica baglanirlar. ikinci tabaka
olarak da zayif baglanan iyonlardan olusur. Bu iki tabaka elektriksel ¢ift tabakayi
olustururlar. Cozicu sivi ile pargacik arasinda bir potansiyel ortaya gikar. Bu potansiyel,
parcacik ile ¢ozlcl sivisi arasindaki mesafeyle degisir. Bu potansiyel zeta potansiyel

olarak adlandirilir.

Zetasizer cihazi, zeta potansiyel degerini parcaciklarin elektroforetik hareketliligini
belirleyerek ve Henry esitligini kullanarak hesaplar. Elektroforetik hizlari 6rnek
Uzerinde elektroforez deneylerinin yapilmasi ve pargaciklarin hizlarinin LDE teknigiyle
Olcimi sonucu elde edilir. Zeta potansiyelin buylkligl kolloidal sistemlerde
kararhhgin bir gostergesidir. Eger siispansiyon icerisindeki pargaciklar ¢cok blylk negatif
veya pozitif zeta potansiyeline sahipse birbirlerini iterler ve ¢6kme egilimi
gostermezler. Eger kiglk zeta potansiyel degerlerine sahipler ise bir araya gelme

egilimleri ve ¢cokme olasiliklar ylksektir [59].
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Bu tez ¢alismasinda Zetasizer Nano ZS cihazi kullanilarak, hazirlanan NE'lerin ortalama

damlacik boyutu, zeta potansiyeli ve Pdl degerleri saptanmigtir.

3.3.2 UV-VIS Spektroskopisi

UV spektrofotometre, ¢cozelti icerigindeki maddenin miktarinin bulunmasinda sikc¢a
kullanilan bir ¢esit fotometredir. Temel mantigl, hazirlanan ¢ozeltiden belirli
dalgaboylarinda stk gecirilmesi ve bu isinin ne kadarinin c¢ozelti tarafindan
absorblandigini (soguruldugunu) bulmasi esasina dayanir. Cozeltinin icerdigi madde

miktari ne kadar fazla ise daha fazla i1sin, ¢cozelti tarafindan sogurulur.

Spektrofotometre cihazinin i¢ yapisinda bulunan temel optik ve optik olmayan

bilesenler asagidaki gibidir:

» lIsik kaynagi (source): Sollisyon Uzerine disurilecek 1sigin Uretildigi lambadir.
Genellikle kullanilan tungsten veya déteryum lambalardir. 200 nm ile 700 nm

dalga boylari arasinda isik Gretir.

» Giris sliti: Sisteme sadece i1sik kaynagindan gelen isigin ince bir hiizme halinde
girmesini saglayan kiiclik gecis araligidir.

» Monokromator: Sadece belli dalga boyundaki 1si8in  kiivet Uzerine

disurilmesini saglar.

» Cikis sliti: Diger dalga boylarindaki i1sigin kiivete ulasmasini engelleyen gegcis

araligidir.
» Kuvet: Renkli solisyonun kondugu 6zel kuartz malzemeden yapilmis tlptar.
» Dedektor: Kavet tarafindan gegirilen 15181 6lcen birimdir.

UV Spektrofotometre, ¢ozeltinin icinden gecebilen (¢ozelti tarafindan absorblanmayan)
Isigin yogunlugu tespit ederek ¢ozelti icerigindeki aranan maddenin miktari hakkinda
kantitatif bilgi verir. Spektrofotometre sivi igerisindeki herhangi bir madde
yogunlugunu Olcebilmektedir. Tip, kimya, biyoloji, gida sanayi, ila¢ sektorl, cevre
miihendisligi ve su Urlnleri gibi alanlarda analizler i¢cin UV spektrofotometre siklikla

kullanilmaktadir [59].
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Bu tez calismasinda hazirlanan nanoemdlsiyonlarin piperin icerigi tayin etmek amaciyla
UV spektroskopisi kullanilarak miktar tayini yontemi belirlendi. Belirlenen bu yéntemin
analitik validasyon calismalari yirdataldi. Bu yontemle fizikokimyasal stabilite

testlerinden biri olan etkin madde igerigi analiz edildi.

3.3.3 Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

AFM, atomik boyutlara kadar sivriltilmis bir igne ucu yardimiyla, ylzeyin yiksek
¢Ozilinlirlikte, G¢ boyutlu gorintilenmesini saglayan cok yiksek cozinurlGklh bir
taramali kuvvet mikroskobudur. Nano boyutta goriintiileme, 6lgme ve malzeme isleme

konusunda en gelismis araclardan biridir [59].

Bilgi, mekanik bir ucun vyilzeydeki yikseltileri algilamasiyla toplanir. Elektronik
kumanda Uzerinde bulunan, kiclik fakat hassas hareketleri saglayan piezoelektrik
dgeler, dogrulugu kesin ve hassas bir tarama saglar. iletken manivelalar kullanmak
suretiyle numune ylzeyindeki elektrik potansiyeli de taranabilir. Cihazin daha yeni ve
gelismis versiyonlarinda, elektriksel iletkenligi ya da ylzeydeki elektron iletimini
algilamak icin uctan akim gecirilmektedir. AFM esnek bir manivela ve buna bagh “tip”

adi verilen ylzeyi sivri bir ugtan olusur.

Manivela gesitli amaglar icin ¢esitli malzemelerden (retilse de genellikle silikon veya
silikon nitrirdir. Malzeme ile temas halinde, hareketli ug¢ ile malzeme arasinda
nanonewton biyulkligiinde kuvvet uygulanir ve bu kuvvet sabit tutulur. Boylece gezici
uc herhangi bir engel veya cikinti ile karsilastiginda s6z konusu kuvveti dengelemek igin
hareket eder ve kuvveti sabitler. Boylece ylizeyin 3 boyutlu gérintisini ¢ikarmak
mimkundir [59]. Bu tez ¢alismasinda AFM ile piperin iceren NE’lerin boyut ve ylizey

analizleri yapilmistir.

3.4 Hicre Kiltara

Hiicrelerde toksisiteyi incelemek amaciyla hiicre canliiginin olgliilmesini saglayan ve
yaygin olarak kullanilan metotlardan biri MTT testidir. Hicre bliylimesi veya hiicre
olimu; MTT testi ile indirekt olanak degerlendirilir. Kiltlir ortaminda hiicrelere
uygulanabilen ve hiicrelerin metabolik aktivitesinin o6lclilmesine olanak saglayan

kolorimetrik bir yontemdir. Sari renkli MTT reaktaninin, hiicrelerin mitokondrilerindeki
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dehidrojenaz enzimi ile indirgenmesi sonucu Uriin olarak mor renkli formazan kristalleri
olusur (Sekil 3.1). Bu reaksiyon sadece canl hicrelerde gerceklesen kimyasal bir
olaydir. Olusan formazan kristalleri, mikroskobik olarak goézlemlenebilir ve DMSO,
izopropanol gibi kimyasallar ile c¢ozindlrilerek mor renk kolorimetrik olarak
Olgulebilir. Mor renkli Grinlin toplam miktari hiicrelerdeki dehidrojenaz enziminin
toplam aktivitesini verir. Olgiilen kolorimetrik deger hiicrelerin canliligi ile dogrudan

orantihdir [207].

N . .
72N N O mitokondriyval N
! rediiktaz enzimi 74 N

N=N* - "
Y=N . N=N
S. >= N
N
MTT- San tetrazolium tuzu Formazan boyasi-mor

Sekil 3.1 MTT reaktaninin mor renkli formazan kristaline indirgenmesi [59]

Bu tez calismasinda olusturulan nanoemidilsiyonlarin toksik etkisi L929 Fare fibroblast

hiicre hatti kullanilarak MTT yontemi ile incelenmistir.
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BOLUM 4

DENEYSEL KISIM

4.1 UV-VIS Spektrofotometre ile Analitik Validasyon

Hazirlanan formilasyonlarin stabilite c¢alismalarinda ilag igeriklerinin saptanmasi
amaciyla etkin madde analizi icin metanolde 0,5 mg/ml konsantrasyonda piperin
¢Ozeltisi hazirlandi. Bu ¢o6zeltinin maksimum absorbans degeri 200 ila 500 nm
arasindaki dalga boylarinin dahil oldugu bolgede spektrum taramasi yapilarak UV

spektrofotometresi kullanilarak belirlendi.

0,5 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan piperin ¢o6zeltisinin maksimum absorbans

degeri verdigi dalga boyu Sekil 4.1’deki UV spektrumunda gorilmektedir.

haa e

al ‘d1y

Sekil 4. 1 Metanolde ¢6zlindirilmis piperine ait UV spektrumu

Sonuglarin degerlendiriimesinde ise etkin maddenin verdigi absorbanslar kullanildi.

Yontemin guvenilirligini belirlemek igin de analitik yontemin validasyon ¢alismasi
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yapildi. Analitik yontem validasyonu, bir test yonteminin kesin ve dogru olarak her
zaman bekleneni gerceklestirmesinin kanitlanmasidir. Kullanilan analitik yontemlerin
validasyonu icin, dogrusallik (linearity), dogruluk (accuracy), kesinlik (precision) ve

stabilite (stability) parametreleri literattire gore calisildi.

4.1.1 Dogrusallik

Analitik yontemin dogrusalligi, belirlenen aralikta elde edilen test sonuglarinin test
icindeki ilgili madde ve/veya etken madde konsantrasyonuyla dogru orantiya sahip

olmasidir.

Piperinin metanolde 0,5 mg/ml konsantrasyonda stok c¢ozeltisi hazirlandi. Bu
¢Ozeltiden 0,2 ml alinarak metanol ile 10 ml’'ye tamamlandi. Hazirlanan bu stok
¢Ozeltiden 0,02 ml, 0,04 ml, 0,08 ml, 0,12 ml, 0,16 ve 0,2 ml alindi ve metanol ¢ozeltisi
ile 10 ml’'ye seyreltildi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 Analitik yontemin dogrusallik 6lcim{i icin hazirlanan ¢ozeltiler

Hazirlanan ¢ozeltiler, en yliksek absorbans degeri verdigi 343,4 nm’de metanole karsl
okundu. Cozeltilerin konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri kullanilarak
kalibrasyon dogrusu hazirlandi. Ayrica dogru denklemi belirlendi ve determinasyon
katsayisi (r?), standart sapma (SS) ve % relatif standart sapma (% RSD) degerleri
hesaplandi. Hesaplamalarda ayni sekilde c¢alisilan 3 deneyin absorbanslarinin

ortalamasi kullanildi.
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Kalibrasyon dogrusu grafigi ve kalibrasyon dogrusunun cgizilmesinde ortalama
absorbanslar, SS ve %RSD sonuclari ise asagida yer alan Sekil 4.3’te ve Cizelge 4. 1'de
gosterilmistir.

1,400

y = 0,1239x + 0,0006
R? = 0,9995

1,200

1,000
0,800
0,600

Absorbans

0,400
0,200

0,000
0 2 4 6 8 10 12

Konsantrasyon (ng/ml)
Sekil 4. 3 Piperinin kalibrasyon dogrusu grafigi
y : Absorbans
X : Konsantrasyon (ug/ml)

R2: Determinasyon katsayisi

Cizelge 4. 1 Piperinin spektrofotometrik yontem ile miktar tayininin dogrusalligina ait

bulgular (n=3)
ovmmaon | orame | s
1 0,126 0,004 1,317
2 0,240 0,001 0,393
4 0,513 0,004 0,694
6 0,747 0,001 0,109
8 0,976 0,002 0,251
10 1,246 0,001 0,076
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4.1.2 Dogruluk

Dogruluk, 6rnek igindeki analiz edilecek maddenin hazirlanan konsantrasyonu ile tayin

neticesinde bulunan konsantrasyonunun birbiri ile uyum yakinhigini ifade etmektedir.

Calisma derisiminin % 50 (3 pg/ml), % 100 (6 pug/ml) ve % 150’sini (9 pug/ml) icerecek

sekilde lger paralel numune hazirlanarak analiz edildi ve elde edilen sonuclarin kabul

kriterlerine uygunlugu kontrol edildi. Dogrusallik calismasinda elde edilen dogru

denklemi vasitasiyla absorbans degerlerinden c¢ozeltilerdeki piperin konsantrasyonu

hesaplandi. Yontemin dogrulugu ise % geri kazanim, SS ve % RSD degerlerinin

hesaplanmasi ile belirlendi. Piperinin spektrofotometrik miktar tayini yontemine ait

dogruluk bulgulari Cizelge 4.2’de gosterilmistir.

Cizelge 4. 2 Piperinin spektrofotometrik yontem ile miktar tayininin dogruluguna ait
bulgular (n=3)

ilave | Bulunan Ort.
0 . miktar % Geri .
% Konsantrasyon | edilen kazanim % Geri SS % RSD
miktar | (ug/ml) kazanim
2,978 | 99,274
3 pg/ml 99,453 | 0888 | (g93
50 2,954 | 98,467
3,019 | 100,619
6,021 | 100,350
6 ug/ml 100,888 | 03°6 | (393
100 6,061 | 101,022
6,077 | 101,291
9,072 | 100,798
9 pg/ml 100,828 | 9112 | 0111
150 9,064 | 100,708
9,088 | 100,977
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4.1.3 Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi, ayni homojen ornekten yapilan ardisik érneklemelerden
elde edilen 6lgiim serileri arasindaki uyumun yakinligi olarak tarif edilir. Yontemin

kesinligi icin % RSD degeri % 2 den kiigik olmalidir.

4.1.3.1 Giin igi Kesinlik

Ornek hazirlama asamalarindan gelecek hatalardan bagimsiz olarak sistem
performansinin bir o6l¢itidir. Piperinin metanolde 0,5 mg/ml konsantrasyonda stok
¢Ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan bu stok c¢ozeltiden 0,12 ml (% 100’lik test
konsantrasyonu) alinarak metanol ¢ozeltisi ile 10 ml’ye seyreltildi ve art arda 6 okuma
yapildi. Dogru denklemi yardimiyla piperin miktari hesaplandi ve sonuglarin
ortalamalari, SS ve % RSD degerleri hesaplandi. % RSD degerinin % 2’den kicik olup
olmadigi tespit edildi. Piperinin spektrofotometrik miktar tayini yontemine ait glin igi

kesinlik bulgulari Cizelge 4. 3’'te gosterilmistir.

Cizelge 4. 3 Piperinin spektrofotometrik yontem ile miktar tayininin giin ici kesinligine
ait bulgular (n=3)

% Konsantrasyon Teorik Absorbans Pratik
Konsantrasyon Konsantrasyon
(ng/ml) (ng/mi)
100 6 pg/ml 0,746 6,013
100 6 pg/ml 0,747 6,021
100 6 pg/ml 0,749 6,037
100 6 pg/ml 0,752 6,061
100 6 pg/ml 0,741 5,973
100 6 pg/ml 0,756 6,094
Ortalama 6,033
SS 0,038
% RSD 0,631
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4.1.3.2 Ginler Arasi Kesinlik

Birinci glin iginde yapilan gin igi kesinlik galismalari ayni sekilde 2. ve 3. giinlerde de
tekrar yapildi. Birinci, ikinci ve Uglnclii glin sonuclarinin ortalamalari, SS ve % RSD

degerleri hesaplandi. % RSD degerinin % 2’den kiiclk olup olmadigi tespit edildi.
Piperinin spektrofotometrik miktar tayini yontemine ait glinler arasi kesinlik bulgularn

Cizelge 4. 4’te gosterilmisgtir.

Cizelge 4. 4 Piperinin spektrofotometrik yontem ile miktar tayininin giinler arasi
kesinligine ait bulgular (n=3)

% Teorik Pratik Konsantrasyon (pg/ml)
Konsantrasyon | Konsantrasyon

1.giin 2.giin 3.giin
100 6 pug/ml 6,013 6,024 6,052
100 6 pug/ml 6,021 6,049 6,024
100 6 pg/ml 6,037 6,028 6,078
100 6 pg/mil 6,061 6,047 6,060
100 6 pg/ml 5,973 6,019 6,033
100 6 pg/ml 6,094 6,062 6,083
Ortalama 6,033 6,038 6,055
SS 0,038 0,015 0,022
% RSD 0,631 0,256 0,356

4.1.4 Stabilite

Etkin maddenin analiz ve stabilite ¢alismalari sirecinde dayaniklihgini ispatlamak
amaciyla stabilite ¢alismasi yapildi. Piperinin metanolde 0,5 mg/ml konsantrasyonda
stok ¢Ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan bu stok c¢ozeltiden 0,12 ml (% 100’lik test

konsantrasyonu) alinarak metanol ile 10 ml’'ye seyreltildi.
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Piperinin metanoldeki ¢ozeltisi 25°C'de, 8 saat boyunca bekletildi. 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7
ve 8. saatlerde alinan d6rneklerin absorbanslari 6l¢lildii. Absorbans oranlari kullanilarak
piperin konsantrasyonunda herhangi bir degisiklik olup olmadigi tespit edildi.
Metodlarda anlatildigi sekilde 8 saat boyunca metanol icerisindeki etkin maddenin
stabilitesi incelendi. Elde edilen sonuglarin % RSD’sinin % 2’nin altinda olmasindan
dolayi piperinin 8 saat boyunca stabil oldugu tespit edildi. Stabilite bulgulari Cizelge 4.

5’te gosterilmistir.

Cizelge 4. 5 Piperinin spektrofotometrik yontem ile miktar tayininin stabilitesine ait
bulgular (n=3)

Olgiim Zamani Konsantrasyon Hesaplanan
(Saat) (ng/ml) Konsantrasyon
(ng/ml)

1 6 6,038

2 6 6,024

3 6 6,092

4 6 5,987

5 6 6,025

6 6 5,994

7 6 6,019

8 6 6,022
Ortalama 6,025

SS 0,030

% RSD 0,495
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4.2 On Formiilasyon Calismalari

4.2.1 Hazirlanacak Formiilasyon igeriklerinin ve Uretim Prosesinin Optimize
Edilmesi

Etkili bir emlsifikasyon prosesi, NE’lerin istenilen boyut araliginda ve dar bir damlacik
blayliklGgu dagilimina (<0,2) sahip olmasini saglar. Bu ozelliklerin optimizasyonunda
formil bilesenleri ve konsantrasyonlarinin 6énemi biylktlr. Bunun icin surfaktan
(Pluronic® F68), kosurfaktan (Transcutol® HP) ve yag fazi bilesenleri ile bunlarin
konsantrasyonlari secilerek cesitli nanoemilsiyonlar hazirlandi. Ayrica, secilen Gretim
metodu olan ultrasonik emiilsifikasyon yontemine ait parametrelerin optimizasyonu
gerceklestirildi. Bu kapsamda 6n denemelerde 20 adet formiilasyon hazirlandi. Yag fazi
toplamda, %7,5 (a/a) oraninda olacak sekilde ayarlandi. Denemelerde kullaniimak
Uzere non-iyonik surfaktan Pluronic F® 68 (%5 a/a) secildi. Kosurfaktan olarak %10
(a/a) Transcutol® HP kullanildi. Yag fazi: Smix (surfaktan+kosurfaktan miktari) orani 1:2
olarak secildi. On denemelerde hazirlanan formiilasyonlarin icerigi Cizelge 4. 6'da

gosterilmektedir.

Cizelge 4. 6 Belirlenen formilasyon icerigi

BILESENLER FORMULASYONLAR

(%a/a) PL- |PL- PL- PL- PL- PL- PL- PL- PL- PL-
? F1P1 |F1P2 |F2P1 (F2P2 |F3P1 (F3P2 |F4P1 |F4P2 |[F5P1 |F5P2
YAG FAZI

o 0,01

Piperin s 0,015 | 0,03 [ 0,03 | 0,45 | 0,15 | 0,3 0,3 0,6 0,6
DL-alfa

tokoferol 02 | 02 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
asetat

izodesil

neopentanoat 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(DUB VCI 10)
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Cizelge 4. 6 Belirlenen formilasyon igerigi (devami)

BILESENLER

FORMULASYONLAR

(%a/a)

PL-
F1P1

PL-
F1P2

PL-
F2P1

PL-
F2P2

PL-
F3P1

PL-
F3P2

PL-
F4P1

PL-
F4P2

PL-
F5P1

PL-
F5P2

Undesil alkol
(Sensiva® PA
30)

Kosurfaktan
(Transcutol HP)

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

Kaprilik/kaprik
trigliserid
(Labrafac
Lipophile WL
1349)

4,28

4,285

4,27

4,27

4,15

4,15

3,7

3,7

SU FAZI|

Pluronic® F68

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

Su fazi ve yag fazi bilesenleri ayri beherlerde tartildiktan sonra birlestirildi. Birlestirilen

karisim, damlacik capini kiicliltmek icin yogun parcalayici kuvvetler olusturan sonikator

kullanilarak istenilen boyuta kiciltilda. Enerji girisi, piezoelektrik kristal tasiyan bir

sonotrot araciligiyla verildi. Sonikatoriin probu simetrik sekilde kaba emilsiyona

daldinldi ve sonikasyon prosediirii belirlenen siire boyunca gerceklestirildi. Uretimde

asagidaki 4 farkh proses denendi:

Prosediir 1 (P1)= On karistirmasiz, 20 dakika ultrasonikasyon.

Prosediir 2 (P2)= On karistirma (mekanik karistirici), 5 dakika, 8100 rpm + 20 dakika

ultrasonikasyon.

Prosediir 3 (P3)= On karistirmasiz, 30 dakika ultrasonikasyon.

Prosediir 4 (P4)= On karistirma (mekanik karistirici), 5 dakika, 8100 rpm + 30 dakika

ultrasonikasyon.

Ultrasonikasyon isleminde fazla isinmayi engellemek amaciyla cihaz 30 s c¢alistirilip, 30

s dinlendirildi. Bant genisligi %50’ye sabitlendi.
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4.2.2 Hizlandirilmig Stabilite Testleri

Formilasyonlarin kinetik ve termodinamik stabilitelerini degerlendirmek amaciyla

hizlandirilmis stabilite testleri olan santrifiij ve termal stres testleri ylratalda.

4.2.2.1 Santrifiij Testi

5 g’hk numunelere, 25+1°C’'de 3500 rpm hizda 30 dakika boyunca santrifligasyon
uygulandi. Makroskobik inceleme yapilarak, herhangi bir faz ayrimi veya bulaniklasma

goritlmeyen formulasyonlar saptandi.

4.2.2.2 Termal Stres Testi

5 g’k numuneler termostatik su banyosunda farkli sicakliklara (40°C’den 80°C’ye
kadar, 5°C’lik sicaklik araliklarinda) maruz birakildi. Uriin her sicaklik noktasinda 30
dakika tutulduktan sonra makroskobik inceleme yapilarak, herhangi bir faz ayrimi veya
bulaniklasma gorilmeyen formilasyonlar saptandi. Uygulanan hizlandirilmis stabilite
testleri sonucu formilasyonlarin gériiniimi hakkinda elde edilen veriler Cizelge 4. 7'de
gosterildi. Bu testler sonucunda sedimentasyon probleminin gorildigli F4P1, F4P2,
F5P1, F5P2, F4P3, F4P4, F5P3 ve F5P4 formilasyonlari elenerek, ileriki calismalara

hizlandirilmis stabilite testlerinden gecen formiilasyonlarla devam edildi.

Cizelge 4. 7 Hizlandirilmis stabilite testleri sonucu elde edilen veriler

Gorinim
Formiilasyon Kodu
Termal Test Santrifiij Testi
F1P1 (H); (-) (H); (-)
F1P2 (H); (-) (H); (-)
F2P1 (H); (+) (H); (-)
F2P2 (H); (-) (H); (-)
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Cizelge 4. 7 Hizlandirilmis stabilite testleri sonucu elde edilen veriler (devami)

Goriinlim
Formiilasyon Kodu
Termal Test Santrifiij Testi

F3P1 (H); (+++) (H); ()
F3P2 (H); (++++) (H); ()
F4P1 (H); (+++) (H); ()
F4P2 (H); (+++++) (H); (+++++)
F5P1 (H); (+++) (H); (+)
FSP2 (H); (+++) (H); (-
F1P3 (H); (- (H); (-
F1P4 (H); (+++) (H); (+)
F2P3 (H); (- (H); (-
F2p4 (H); (+) (H); (++)
F3P3 (H); (- (H); (+)
F3P4 (H); (+++) (H); (++)
F4P3 (H); (+++) (H); (+++)
FAP4 (H); (++++) (H); (+++)
F5P3 (H); (+++) (H); (+++)
F5P4 (H); (+++) (H); (+++)

Gorinum degerlendirme: Homojen (H); Koalesans (K); Kismi Faz ayrimi (KFA); Tam Faz
ayrimi (TFA); Sedimentasyon miktari yok (-), cok az (+), az (++), orta (+++), fazla (++++),

cok fazla (+++++)
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4.2.3 Formiilasyonlarin Fizikokimyasal Stabilite Testleri ve Karakterizasyonu

Piperin NE’lerinin stabilitelerini degerlendirmek amaciyla formulasyonlar hava
gecirmez cam tlplerde gergcek saklama kosullarinda (2-8°C) ve hizlandiriimis
(25°C+2°C/% 60 +% 5 relatif nem (R.N.)) ve iklimlendirme kabininde 40°C+2°C/% 75 +%

5 R.N.) test kosullarinda 3 ay siire ile bekletilerek yaslandirma testleri ytratalda.

Bu kapsamda, belirlenen zaman araliklarinda (0. giin, 1, 2, 3.ay) alinan 6rneklerle, pH,
iletkenlik, viskozite, damlacik boyutu, zeta potansiyeli ve etkin madde icerigi gibi
parametreler  degerlendirildi.  Formilasyonlarin  termodinamik stabilitelerini
degerlendirmek icin 1sitma-sogutma testi ile belirgin sicaklik farkhliklarina maruz
birakildi. Test sonucunda organoleptik degerlendirmelerin yani sira damlacik boyutu,

partikil blydkliga dagilimi (polidispersite indeksi, Pdl) ve zeta potansiyeli analiz edildi.

4.2.4 Isitma-Sogutma Testi

Formilasyonlarin sicaklik degisimlerine karsi dayanikhligini saptamak amaciyla isitma-
sogutma testi uygulandi. Isitma-sogutma testinde formiulasyonlar 6 siklus seklinde
buzdolabi (5°C) ve 45°C'de iklimlendirme kabininde tutuldu. Formdlasyonlar her
sicakhk noktasinda 48 saat bekletildi. Bu test sonucunda formulasyonlarda faz ayrimi,

bulaniklasma gibi herhangi bir bozulma olup olmadigi kontrol edildi.
Bu dogrultuda elde edilen ortalama damlacik g¢api, polidispersite indeksi (Pdl) ve zeta

potansiyeli verilerine ait tablolar asagidaki Cizelge 4. 8'de verildi.

Cizelge 4. 8 Formilasyonlarin 1. glinde ve 1sitma-sogutma testinden sonra 6lglilen
ortalama damlacik ¢api, Pdl ve zeta potansiyeli degerlerine ait bulgular

Ortalama Damlacik oo Zeta Potansiyeli
Formiilasyon Capi (nm) (mV)
Kodu
1.gtn I-S 1.giin I-S 1.giin I-S
F1P1 218,10 412,00 0,070 0,151 -29,6 -20,8
F1P2 212,20 370,30 0,098 0,164 -27,7 -37,6
F2P1 223,10 446,60 0,104 0,181 -29,7 -31,1
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Gizelge 4. 8 Formulasyonlarin 1. glinde ve 1sitma-sogutma testinden sonra élgililen
ortalama damlacik ¢api, Pdl ve zeta potansiyeli degerlerine ait bulgular (devami)

Ortalama Damlacik S Zeta Potansiyeli
Formiilasyon Capi (nm) (mV)
Kodu
1.gin I-S 1.giin I-S 1.giin I-S

F2P2 213,20 394,60 0,067 0,135 -28,1 -33,8
F3P1 213,90 505,90 0,077 0,124 -26,8 -34,7
F3P2 216,00 398,30 0,094 0,151 -27,5 -30,8
F1P3 203,30 480,40 0,182 0,099 -27,9 -36,4
F1P4 209,03 480,20 0,171 0,180 -28,6 -44,0
F2P3 208,96 470,00 0,211 0,087 -27,1 -32,1
F2P4 202,64 396,30 0,270 0,070 -26,5 -27,6
F3P3 208,88 525,50 0,087 0,075 -27,0 -32,2
F3P4 219,20 518,30 0,084 0,031 -28,0 -35,2

4.2.5 Yaslandirma Testleri

Formilasyonlarin fizikokimyasal stabilitelerini degerlendirmek amaciyla yaslandirma
testleri yurutaldi. Hizlandinimis stabilite testini gecen formilasyonlar yaslandirma
testlerine maruz birakildi. Hazirlanan formilasyonlar seffaf cam tlplerde, 3 ay
boyunca, gercek saklama kosullarinda 25°C+2, %60 R.N.’de; hizlandiriimis kosullarda
etivde 40°C+2, %75 R.N.’de ve buzdolabinda 5°C+3'de bekletildi. 1. giinde, 1. ay, 2. ay
ve 3. ayda numunelerin pH, iletkenlik, renk, goriinim, kivam, ortalama damlacik
blyuklugl, zeta potansiyeli, Pdl, viskozite ve etkin madde icerigi gibi 6zelliklerinde
herhangi bir bozulma olup olmadigini saptamak amaciyla, organoleptik kontroller,
ortalama damlacik buyaklGgu (Cizelge 4. 9), zeta potansiyeli (Cizelge 4. 10), PdI (Cizelge
4.11), viskozite (Cizelge 4.12-4.23), pH (Cizelge 4. 24), iletkenlik (Cizelge 4. 25) ve etkin

madde icerigi (Cizelge 4. 26) tayin edildi.
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4.2.5.1 Organoleptik Kontroller

Formilasyonlarin organoleptik ve fiziksel kontrolleri (renk, koku, gériinim, sivilasma,
kremalagma, faz ayrimi) belirlenen kosullarda ve zaman araliklarinda yapildi. Kontroller
sonucunda formiulasyonlarin baslangicta elde edilen fiziksel 6zelliklerinde degisim

gortlmediginden, tim formiilasyonlar organoleptik acidan stabil bulundu.

4.2.5.2 Zeta Potansiyeli ve Boyut Olgiimii

Ortalama damlacik biyuklugin, Pdl degerini ve zeta potansiyelini saptamak amaciyla,
Malvern Zetasizer Nano ZS cihazi (Sekil 4.4) ile foton korelasyon spektroskopisi esasina
dayanarak, NE’lerin distile su ile uygun oranda seyreltiimesinden sonra (1:100),

hazirlandiktan 24 saat icerisinde tayin edildi.

NS

Sekil 4.4 Malvern Zetasizer Nano ZS cihazi

Zetasizer Nano ZS cihazi ile elde edilen ortalama damlacik ¢api, zeta potansiyeli ve Pdl

degerleri Cizelge 4. 9-4. 11’de gosterilmektedir.
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Cizelge 4. 9 Zetasizer Nano ZS cihazi ile elde edilen ortalama damlacik ¢api degerleri

Formiilasyon

Ortalama Damlacik Capi (nm)

5°C+2 25°C+2 40°C+2 (%75 R.N.)

Kod

lay | 2.ay | 3.ay | 1l.giin l.ay 2.ay | 3.ay l.ay 2.ay 3.ay
F1P1 211,8 | 207,8 | 227,9 | 218,1 | 228,2 | 260,8 | 274,4 | 430,9 | 437,4 | 435,2
F1P2 212,5 | 209,5 | 222,9 | 212,2 | 221,3 | 237,5|279,7 | 422,8 | 434,0 | 453,2
F2P1 207,6 | 217,9 | 244,1 | 223,1 | 234,8 |254,4 | 2752 | 407,3 | 426,1 | 460,7
F2P2 263,1 | 241,6 | 233,9 | 213,2 2245 | 273,8 | 260,0 | 436,7 | 508,2 | 541,4
F3P1 202,3 | 215,4 | 232,3 | 2139 216,4 | 250,2 | 273,0 | 475,9 | 557,0 | 578,4
F3P2 198,3 | 202,6 | 226,9 | 216,0 | 221,5 | 274,6 | 264,6 | 487,0 | 553,7 | 600,9
F1P3 207,2 | 197,3 | 231,3 | 203,3 | 223,4 | 244,6 | 259,7 | 442,1 | 501,8 | 530,0
F1P4 184,7 | 198,2 | 218,2 | 209,03 | 216,1 | 248,0 | 256,9 | 422,1 | 446,7 | 530,5
F2P3 219,7 | 229,7 | 214,0 | 208,96 | 215,0 | 266,0 | 245,4 | 460,1 | 547,2 | 561,9
F2P4 217,1 | 221,7 | 216,2 | 202,64 | 219,3 | 244,4 | 285,1 | 421,9 | 510,7 | 552,8
F3P3 203,8 | 197,3 | 211,8 | 208,88 | 222,3 | 282,4 | 258,6 | 479 | 526,2 | 553,0
F3P4 2249 | 217,9 | 227,0 | 219,2 | 217,6 | 246,2 | 261,1 | 452,9 | 519,2 | 624,2

Cizelge 4. 10 Zetasizer Nano ZS cihazi ile elde edilen zeta potansiyeli degerleri

Formiilasyon

Zeta Potansiyeli (mV)

5°C+2 25°C+2 40°C+2 (%75 R.N.)

Kod

lay | 2.ay | 3.ay | 1l.giin l.ay 2.ay | 3.ay l.ay 2.ay 3.ay
F1P1 -30,5 | -30,6 | -29,6 | -29,6 -29,7 | -30,4 | -29,9 | -30,0 | -30,8 | -30,9
F1P2 -26,7 | -26,4 | -26,6 | -27,7 -27,3 | -28,7 | -28,1 | -304 | -30,1 | -30,4
F2P1 -30,5 | -30,8 | -30,1 | -29,7 -29,0 | -30,4 | -29,3 | -30,7 | -31,1 | -30,3
F2pP2 -26,8 | -27,6 | -26,4 | -28,1 -29,1 | -29,6 | -26,8 | -30,4 | -31,3 | -315
F3P1 -26,4 | -26,1 | -25,2 | -26,8 -25,1 | -25,4 | -25,6 | -29,3 | -29,7 | -28,9
F3P2 -28,7 | -28,6 | -28,5 | -27,5 -27,0 | -28,0 | -26,8 | -30,5 | -30,0 | -31,1
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Cizelge 4. 10 Zetasizer Nano ZS cihazi ile elde edilen zeta potansiyeli degerleri (devami)

Formiilasyon

Zeta Potansiyeli (mV)

5°C+2 25°C+2 40°C+2 (%75 R.N.)

Kod

lay | 2.ay | 3.ay | 1lgiin l.ay 2.ay | 3.ay l.ay 2.ay 3.ay
F1P3 -27,6 | -28,2 | -28,2 | -27,9 -29,0 | -30,6 | -30,7 | -32,0 | -33,1 | -30,3
F1P4 -26,3 | -25,5 | -25,7 | -28,6 -280 | -29,5 | -294 | -284 | -28,0 | -28,9
F2P3 -26,1 | -26,8 | -26,0 -27,1 -26,7 -27,4 | -26,0 -28,8 -28,7 | -30,5
F2P4 -26,2 | -27,0 | -27,7 -26,5 -25,5 -27,1 | -25,2 -26,6 -28,2 | -28,6
F3P3 -26,1 | -26,8 | -27,0 -27,0 -28,3 -30,1 | -29,0 -29,7 -29,4 | -26,4
F3P4 -26,8 | -27,1 | -26,1 | -28,0 -26,4 | -28,5 | -259 | -30,7 | -28,9 | -26,8

Cizelge 4. 11 Zetasizer Nano ZS cihazi

ile elde edilen polidispersite indeksleri (Pdl)

Formiilasyon Pdl
5°C+2 25°C+2 40°C+2 (%75 R.N.)

Kod

l.ay | 2.ay | 3.ay 1.giin l.ay 2.ay | 3.ay l.ay 2.ay 3.ay
F1P1 0,091 | 0,135 | 0,092 | 0,070 | 0,043 | 0,112 | 0,178 | 0,200 | 0,158 | 0,277
F1P2 0,158 | 0,109 | 0,061 | 0,098 | 0,041 | 0,065 | 0,084 | 0,093 | 0,107 | 0,025
F2P1 0,066 | 0,103 | 0,022 | 0,104 | 0,118 | 0,035 | 0,229 | 0,250 | 0,074 | 0,226
F2pP2 0,208 | 0,221 | 0,137 | 0,067 | 0,070 | 0,214 | 0,104 | 0,227 | 0,024 | 0,006
F3P1 0,051 | 0,113 | 0,122 | 0,077 | 0,052 | 0,171 | 0,023 | 0,214 | 0,044 | 0,065
F3P2 0,055 | 0,025 | 0,161 | 0,094 | 0,030 | 0,220 | 0,035 | 0,203 | 0,122 | 0,262
F1P3 0,099 | 0,102 | 0,112 | 0,182 | 0,014 | 0,020 | 0,044 | 0,181 | 0,205 | 0,224
F1P4 0,006 | 0,068 | 0,021 | 0,171 | 0,082 | 0,153 | 0,115 | 0,185 | 0,014 | 0,079
F2P3 0,183 | 0,103 | 0,033 | 0,211 | 0,049 | 0,181 | 0,187 | 0,192 | 0,079 | 0,084
F2P4 0,197 | 0,008 | 0,140 | 0,270 | 0,020 | 0,154 | 0,247 | 0,058 | 0,026 | 0,200
F3P3 0,137 | 0,002 | 0,053 | 0,087 | 0,028 | 0,187 | 0,064 | 0,107 | 0,095 | 0,247
F3P4 0,093 | 0,021 | 0,050 | 0,084 | 0,065 | 0,155 | 0,078 | 0,207 | 0,014 | 0,136
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4.2.5.3 Viskozite Tayini

Viskozite, stres kosullarinin  nanoemiilsiyon stabilitesi  Uzerine etkisinin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan énemli parametrelerden biridir. Ayrica,
drinin ambalaj malzemesine dolumu, kullanim kolayligi, fiziksel gérintsl, kivami ve
cilde surulebilirligi gibi kalite oOzellikleri ile ilgilidir. Bu baglamda, formulasyonlarin
viskozite dlciimleri 3 ay boyunca takip edildi. Ol¢iimler, belirlenen zaman araliklarinda
oda sicakliginda cone plate viskozimetre (Brookfield HA DV3T, spindle no: CP-40)
kullanilarak alindi. Formiilasyonlarin viskozite bulgularina ait veriler asagidaki Cizelge
4.12- 23’te yer almaktadir. Elde edilen viskozite verilerine gore F1P1 kodlu
formilasyon; NFE’lerin dogasi geregi dislk viskoziteye sahiptir, Newtonian tipi akis
gostermektedir ve tim stabilite kosullarinda, formiilasyonun viskozite degerleri kabul

edilebilir limitler icerisinde kalmistir.

Cizelge 4. 12 F1P1 kodlu formilasyonun 3 aylik viskozite 6l¢climlerine ait bulgular

F1P1
Hiz (rpm) | 25°C 5°C+2 25°C+2 (%65 R.N.) 40°C+2 (%75 R.N.)

l.gin | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay
70 6,63 | 658|654 661 658 | 654 | 661 | 6,56 | 6,52 | 6,38
75 6,60 | 658|654 661|653 | 658 | 663 | 655 | 652 | 6,37
80 6,62 | 660652662 655 | 655 | 660 | 654 | 650 | 6,38
85 6,62 |661 656 |660| 654 | 654 | 662 | 6,54 | 6,51 | 6,36
20 6,61 |660|555|660| 652 | 652 | 662 | 656 | 652 | 6,32
95 6,61 |659 554 663|651 | 652 | 6,63 | 656 | 650 | 6,32
100 6,64 |658 554 564|652 | 650 | 663 | 6,54 | 650 | 6,31
105 6,68 |658 |555|564| 653 | 654 | 6,60 | 652 | 650 | 6,33
110 6,68 |656 554 |565| 654 | 653 | 661 | 652 | 651 | 6,36
115 6,63 |[656 554|561 653 | 654 | 660 | 652 | 650 | 6,34
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Elde edilen viskozite verilerine gére F1P2 kodlu formilasyon; NE’lerin dogasi geregi
dislik viskoziteye sahiptir, Newtonian tipi akis gostermektedir ve tim stabilite
kosullarinda, formilasyonun viskozite degerleri kabul edilebilir limitler igerisinde

kalmistir.

Cizelge 4. 13 F1P2 kodlu formiilasyonun 3 aylik viskozite dlgiimlerine ait bulgular

F1P2
Hiz (rpm) | 25°C 5°C+2 25°C+2 (%65 R.N.) 40°C+2 (%75 R.N.)

l.giin | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay
70 6,82 |70 691|689 | 680 | 654 | 656 | 678 | 680 | 661
75 6,80 |7,11|6,89 |688| 682 | 652 | 658 | 680 | 678 | 6,63
80 6,83 (698|690 |689| 680 | 651 | 654 | 680 | 678 | 6,62
85 6,80 [6,99 690|687 | 682 | 652 | 654 | 677 | 6,76 | 6,61
90 6,80 |698 |68 |688| 679 | 654 | 654 | 678 | 6,76 | 6,62
95 6,79 |69 | 691|684 | 680 | 652 | 658 | 678 | 6,74 | 6,63
100 6,81 |6,96 |69 |686| 678 | 656 | 654 | 6,78 | 6,76 | 6,6
105 6,78 |698 (691|686 | 676 | 6,54 | 658 | 6,76 | 6,78 | 6,61
110 6,77 |694 (689 |685| 6,76 | 6,54 | 654 | 6,76 | 6,74 | 6,61
115 6,82 |696 (691683 6,76 | 652 | 654 | 6,74 | 6,78 | 6,61
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Elde edilen viskozite verilerine gore F2P1 kodlu formilasyon; NE’lerin dogasi geregi
dislik viskoziteye sahiptir, Newtonian tipi akis gostermektedir ve tim stabilite
kosullarinda, formilasyonun viskozite degerleri kabul edilebilir limitler igerisinde

kalmistir.

Cizelge 4. 14 F2P1 kodlu formiilasyonun 3 aylik viskozite dlgiimlerine ait bulgular

F2P1
Hiz (rpm) | 25°C 5°C+2 25°C+2 (%65 R.N.) 40°C+2 (%75 R.N.)

l.giin | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay
70 6,38 | 645|642 |6,47 | 6,32 | 629 | 634 | 6,22 | 6,24 | 6,19
75 6,34 |645|6,40 |645| 6,36 | 631 | 636 | 621 | 6,26 | 6,21
80 6,36 | 6,46 | 6,38 | 6,44 | 6,35 | 6,26 | 632 | 6,22 | 6,26 | 6,21
85 6,36 |[6,48 | 639|646 | 6,34 | 627 | 632 | 618 | 6,25 | 6,20
90 6,34 |6,48 | 638|648 | 6,36 | 628 | 637 | 620 | 6,24 | 6,19
95 6,36 | 6,46 | 641 |6,44 | 6,35 | 630 | 636 | 620 | 6,24 | 6,16
100 6,36 | 645|638 |6,46 | 638 | 626 | 634 | 618 | 6,21 | 6,17
105 6,34 | 645|638 646 | 635 | 6,26 | 6,34 | 6,22 | 6,22 | 6,16
110 6,34 | 644|640 645 | 6,34 | 6,22 | 6,35 | 6,20 | 6,26 | 6,11
115 6,32 | 645|638 |644 | 6,36 | 629 | 6,34 | 6,21 | 6,24 | 6,14
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Elde edilen viskozite verilerine gore F2P2 kodlu formiilasyon; NE’lerin dogasi geregi
dislik viskoziteye sahiptir, Newtonian tipi akis gostermektedir ve tim stabilite
kosullarinda, formilasyonun viskozite degerleri kabul edilebilir limitler igerisinde

kalmistir.

Cizelge 4. 15 F2P2 kodlu formiilasyonun 3 aylik viskozite dlgiimlerine ait bulgular

F2P2
Hiz (rpm) | 25°C 5°C+2 25°C+2 (%65 R.N.) 40°C+2 (%75 R.N.)

l.giin | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay
70 6,02 598|592 |582]| 600 | 589 | 590 | 584 | 580 | 5,82
75 6,04 |[596|590 579 | 599 | 584 | 592 | 584 | 579 | 5,83
80 6,04 (594|591 |582| 598 | 586 | 590 | 586 | 581 | 581
85 6,03 |[596|589|580| 594 | 588 | 592 | 585 | 581 | 5,82
90 6,02 595|585 |581| 59 | 588 | 589 | 583 | 578 | 5,80
95 6,00 |596 |586|583| 59 | 583 | 590 | 584 | 580 | 5,79
100 6,02 |597|584|580| 59 | 585 | 590 | 582 | 581 | 5,79
105 6,02 |596 (584|579 595 | 581 | 592 | 582 | 577 | 5,80
110 6,01 |595 (585|578 | 597 | 583 | 591 | 584 | 578 | 5,82
115 6,03 |596|587 (579|594 | 585 | 592 | 582 | 577 | 5,80
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Elde edilen viskozite verilerine gore F3P1 kodlu formiilasyon; NE’lerin dogasI geregi
dislik viskoziteye sahiptir, Newtonian tipi akis gostermektedir ve tim stabilite
kosullarinda, formilasyonun viskozite degerleri kabul edilebilir limitler igerisinde

kalmistir.

Cizelge 4. 16 F3P1 kodlu formiilasyonun 3 aylik viskozite dlgiimlerine ait bulgular

F3P1
Hiz (rpm) | 25°C 5°C+2 25°C+2 40°C+2 (%75 R.N)

l.giin | l.ay | 2.ay | 3.ay | 1l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay
70 6,82 | 6,78 | 6,66 | 6,75 | 6,80 | 6,74 | 6,78 | 6,65 | 658 | 6,59
75 6,85 | 6,76 | 6,62 | 6,74 | 6,78 | 6,72 | 6,77 | 6,64 | 659 | 657
80 6,85 | 6,78 | 6,61 | 6,78 | 6,79 | 6,72 | 6,75 | 6,65 | 6,60 | 657
85 6,83 | 6,74 | 6,62 | 6,78 | 6,79 | 6,75 | 6,74 | 6,63 | 6,60 | 6,59
90 6,84 | 6,76 | 6,62 | 6,76 | 6,81 | 6,74 | 6,78 | 6,63 | 6,59 | 6,60
95 6,85 | 6,77 | 663 | 6,75 | 6,83 | 6,74 | 6,78 | 6,63 | 660 | 6,61
100 6,82 | 6,74 | 661 | 675|681 |6,73 |6,76 | 664 | 659 | 6,62
105 6,84 6,76 | 6,60 | 6,78 | 6,80 | 6,72 | 6,76 | 6,62 | 6,58 | 6,60
110 6,83 6,78 | 6,58 | 6,74 | 6,83 | 6,70 | 6,75 | 6,62 | 6,58 | 6,60
115 6,83 6,78 | 6,57 | 6,75 | 6,82 | 6,70 | 6,76 | 6,60 | 657 | 6,61
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Elde edilen viskozite verilerine gére F3P2 kodlu formilasyon; NE’lerin dogasi geregi
dislik viskoziteye sahiptir, Newtonian tipi akis gostermektedir ve tim stabilite
kosullarinda, formilasyonun viskozite degerleri kabul edilebilir limitler igerisinde

kalmistir.

Cizelge 4. 17 F3P2 kodlu formiilasyonun 3 aylik viskozite dlgiimlerine ait bulgular

F3P2
Hiz (rpm) | 25°C 5°C+2 25°C+2 (%65 R.N.) 40°C+2 (%75 R.N.)

l.giin | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay
70 701 |73 |702 |69 | 711 | 701 | 7,00 | 689 | 685 | 6,76
75 703 (713|702 (69| 709 | 701 | 701 | 693 | 686 | 6,77
80 703 (711|702 |701| 708 | 702 | 700 | 693 | 688 | 6,75
85 701 |72 |700|703]| 710 | 701 | 698 | 692 | 689 | 6,74
90 705 |7,12|698 |7,00| 7,10 | 700 | 696 | 691 | 688 | 6,76
95 703 |7,11|699|701| 709 | 701 | 699 | 690 | 686 | 6,74
100 702 |7,11 698 698 | 709 | 703 | 698 | 691 | 689 | 6,74
105 6,98 |710| 701|698 | 711 | 7,02 | 698 | 6,90 | 688 | 6,70
110 6,98 |7,08|702|698| 708 | 703 | 699 | 688 | 688 | 6,72
115 702 |7,07 702|698 | 709 | 703 | 697 | 689 | 689 | 6,73
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Elde edilen viskozite verilerine gore F1P3 kodlu formiilasyon; NE’lerin dogasI geregi
dislik viskoziteye sahiptir, Newtonian tipi akis gostermektedir ve tim stabilite
kosullarinda, formilasyonun viskozite degerleri kabul edilebilir limitler igerisinde

kalmistir.

Cizelge 4. 18 F1P3 kodlu formiilasyonun 3 aylik viskozite dlgiimlerine ait bulgular

F1P3
Hiz (rpm) | 25°C 5°C+2 25°C+2 (%65 R.N.) 40°C+2 (%75 R.N)

l.giin | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay
70 695 |7,04 699 |704| 693 | 698 | 692 | 685 | 686 | 6,83
75 6,98 |7,04 |69 |703| 693 | 695 | 691 | 686 | 689 | 684
80 6,96 | 7,01 |69 | 704 | 694 | 69 | 688 | 688 | 688 | 681
85 6,96 | 7,03 |695|704| 69 | 69 | 689 | 689 | 688 | 680
90 6,95 | 7,04 |69 | 700 | 69 | 697 | 690 | 684 | 686 | 6,78
95 694 698 |692|703| 69 | 693 | 69 | 683 | 689 | 678
100 694 |69 |693|701| 69 | 691 | 69 | 683 | 686 | 680
105 6,95 [698 693|700 692 | 693 | 689 | 684 | 684 | 681
110 694 (698 |693|701| 692 | 693 | 689 | 684 | 686 | 683
115 6,95 |697|695|701| 691 | 694 | 691 | 681 | 6,84 | 6,83
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Elde edilen viskozite verilerine gére F1P4 kodlu formilasyon; NE’lerin dogasi geregi
dislik viskoziteye sahiptir, Newtonian tipi akis gostermektedir ve tim stabilite
kosullarinda, formilasyonun viskozite degerleri kabul edilebilir limitler igerisinde

kalmistir.

Cizelge 4. 19 F1P4 kodlu formiilasyonun 3 aylik viskozite dlgiimlerine ait bulgular

F1P4
Hiz (rpm) | 25°C 5°C+2 25°C+2 (%65 R.N.) 40°C+2 (%75 R.N)

l.giin | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay

70 719 722711715 7,15 | 7,28 | 7,10 | 7,05 | 7,01 | 7,10

75 719 721710 714 | 7,12 | 7,18 | 7,09 | 7,02 | 6,96 | 7,12

80 7,20 | 721|711 7,16 | 7,14 | 7,14 | 7,09 | 7,00 | 6,98 | 7,08

85 721 | 722|711 7,18 | 7,16 | 7,12 | 7,10 | 7,03 | 7,03 | 7,08

90 720 (720|709 |718 | 7,14 | 7,12 | 7,12 | 696 | 7,00 | 7,06

95 7,18 | 719|709 7,16 | 7,14 | 7,14 | 7,16 | 6,98 | 6,98 | 7,08

100 7,18 | 719|710 7,14 | 7,15 | 7,16 | 7,14 | 7,00 | 6,98 | 7,10

105 7,16 | 716|710 7,16 | 7,16 | 7,14 | 708 | 698 | 7,00 | 7,11

110 7,16 | 714|710 7,14 | 7,16 | 7,16 | 7,12 | 696 | 7,02 | 7,01

115 7,18 | 714|706 712 | 7,14 | 714 | 7,14 | 698 | 7,02 | 7,03
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Elde edilen viskozite verilerine gére F2P3 kodlu formilasyon; NE’lerin dogasi geregi
dislik viskoziteye sahiptir, Newtonian tipi akis gostermektedir ve tim stabilite
kosullarinda, formilasyonun viskozite degerleri kabul edilebilir limitler igerisinde

kalmistir.

Cizelge 4. 20 F2P3 kodlu formiilasyonun 3 aylik viskozite dlgiimlerine ait bulgular

F2P3
Hiz (rpm) | 25°C 5°C+2 25°C+2 (%65 R.N.) 40°C+2 (%75 R.N)

l.giin | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay
70 58 |[589 597 |59 | 59 | 586 | 593 | 602 | 597 | 592
75 58 |589 |59 |59 | 585 | 588 | 588 | 601 | 597 | 5,88
80 584 |588 |59 |591| 584 | 58 | 58 | 601 | 592 | 584
85 584 |588 597|592 | 584 | 584 | 589 | 602 | 595 | 588
90 588 |559 593 |59 | 586 | 584 | 592 | 601 | 593 | 5,86
95 58 |585|595|592| 585 | 588 | 592 | 598 | 595 | 5,86
100 582 |586 |59 |588| 58 | 58 | 590 | 596 | 596 | 584
105 584 |586|595 586 | 586 | 593 | 592 | 598 | 594 | 5,83
110 584 |583|594 588 | 583 | 592 | 588 | 596 | 594 | 5,85
115 882 |581 |59 |588 | 585 | 590 | 589 | 594 | 594 | 5,83
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Elde edilen viskozite verilerine gére F2P4 kodlu formilasyon; NE’lerin dogasi geregi
dislik viskoziteye sahiptir, Newtonian tipi akis gostermektedir ve tim stabilite
kosullarinda, formulasyonun viskozite degerleri kabul edilebilir limitler igerisinde

kalmistir.

Cizelge 4. 21 F2P4 kodlu formiilasyonun 3 aylik viskozite dlgiimlerine ait bulgular

F2P4
Hiz (rpm) | 25°C 5°C+2 25°C+2 (%65 R.N.) 40°C+2 (%75 R.N)

l.giin | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay

70 598 |586|589|572| 585 | 58 | 583 | 584 | 579 | 578

75 596 |584|589 5,76 | 586 | 588 | 581 | 584 | 574 | 5,82

80 597 |584|592 5,74 | 584 | 588 | 580 | 581 | 576 | 5,80

85 596 |588 590|574 | 584 | 592 | 580 | 580 | 576 | 5,82

90 593 |586 592|573 | 582 | 593 | 583 |58 | 578 | 582

95 59 |585|593|574| 582 | 592 | 581|582 578 | 580

100 593 |583 |59 |574| 583 | 590 | 580 | 586 | 572 | 5,83

105 593 |583|590 (5,76 | 581 | 589 | 578 | 582 | 574 | 5,80

110 59 |582|591 5,76 | 584 | 584 | 582 | 588 | 576 | 5,81

115 594 |586|590 (5,73 | 585 | 58 | 580 | 586 | 578 | 581
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Elde edilen viskozite verilerine gére F3P3 kodlu formilasyon; NE’lerin dogasi geregi
dislik viskoziteye sahiptir, Newtonian tipi akis gostermektedir ve tim stabilite
kosullarinda, formulasyonun viskozite degerleri kabul edilebilir limitler igerisinde

kalmistir.

Cizelge 4. 22 F3P3 kodlu formiilasyonun 3 aylik viskozite dlgiimlerine ait bulgular

F3P3
Hiz (rpm) | 25°C 5°C+2 25°C+2 (%65 R.N.) 40°C+2 (%75 R.N.)

l.giin | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay
70 559 |552 542|542 | 558 | 556 | 562 | 559 | 570 | 558
75 558 |5505,39 (540 | 558 | 549 | 564 | 558 | 568 | 5,60
80 562 |549|538|537]| 556 | 552 | 560 | 559 | 569 | 5,62
85 562 |549 |541 538 | 562 | 552 | 557 | 556 | 570 | 563
20 562 |553 (541|540 | 559 | 554 | 557 | 554 | 571 | 5,62
95 560 |552 542|538 | 559 | 556 | 560 | 559 | 572 | 5,62
100 558 |552 540|538 | 560 | 556 | 559 | 558 | 571 | 5,63
105 559 |548|540|541 | 561 | 554 | 560 | 555 | 571 | 559
110 559 |549|5,38 540 | 563 | 553 | 560 | 555 | 572 | 559
115 561 |548 |5,38|540| 563 | 554 | 562 | 552 | 572 | 556
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Elde edilen viskozite verilerine gére F3P4 kodlu formilasyon; NE’lerin dogasi geregi
dislk viskoziteye sahiptir, Newtonian tipi akis goOstermektedir ve tim stabilite
kosullarinda, formulasyonun viskozite degerleri kabul edilebilir limitler igerisinde

kalmistir.

Cizelge 4. 23 F3P4 kodlu formiilasyonun 3 aylik viskozite dlgiimlerine ait bulgular

F3P4
Hiz (rpm) | 25°C 5°C+2 25°C+2 (%65 R.N.) 40°C+2 (%75 R.N.)

l.giin | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay

70 719 (710|714 |7,05| 708 | 706 | 695 | 698 | 693 | 6,79
75 7,18 |[7,09|716 |7,06| 708 | 7,04 | 695 | 699 | 694 | 6,80
80 7,16 | 713|714 7,04 | 7,10 | 7,01 | 693 | 7,01 | 991 | 6,81
85 717 (713|714 7,01 | 709 | 702 | 694 | 7,02 | 692 | 6,78
90 717 (711|710 |7,03| 710 | 701 | 692 | 7,01 | 690 | 6,78
95 715 (710|711 |7,01| 7,10 | 7,00 | 693 | 699 | 689 | 6,79
100 716 |7,11|713|7,01| 707 | 698 | 695 | 698 | 691 | 6381
105 7,16 | 712|712 7,00 | 7,09 | 6,96 | 694 | 698 | 690 | 6,83
110 716 |7,09|712|7,02| 708 | 698 | 693 | 698 | 690 | 6381
115 7,15 | 710|710 | 701 | 708 | 698 | 695 | 6,99 | 691 | 6,80

4.2.5.4 pH ve iletkenlik Olgiimii

Formulasyonlarin pH ve iletkenlik 6lglimleri, oda sicakliginda (25+2°C ve %65 R.N.),
buzdolabinda (5%3°C) ve iklimlendime kabininde (40+2°C ve %75 R.N.) bekletilen
formilasyonlarda, belirlenen  kosullarda ve zaman araliklarinda alindu.
Formilasyonlarin pH ve iletkenlik degerlerine ait bulgular sirasiyla Cizelge 4. 24 ve

Cizelge 4. 25’te gosterilmistir.
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Gizelge 4. 24 pH-metre cihazi ile elde edilen pH 6lgiim sonuglari

Formiilasyon

pH

5°C+3 25°C+2 (%65 R.N.) 40°C+2 (%75 R.N.)

Kod

lay | 2.ay | 3.ay | 1.giin | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay
F1P1 7,32 | 7,29 | 7,49 7,36 7,34 | 7,28 | 7,21 7,35 7,23 | 6,94
F1P2 7,56 | 7,48 | 7,57 7,50 7,58 7,42 | 7,42 7,55 7,59 | 6,58
F2P1 7,15 | 715 | 7,12 | 7,48 | 7,75 | 7,73 | 7,61 | 7,75 | 7,74 | 7,17
F2P2 781|776 | 767 | 7,85 783 | 875|850 | 799 | 7,78 | 7,19
F3P1 7,28 | 7,22 | 7,38 | 7,19 722 | 712|714 | 7,12 | 7,14 | 6,80
F3P2 8,76 | 8,71 | 811 | 8,58 855 | 858 | 8,46 | 896 | 8,86 | 8,53
F1P3 7,28 | 7,34 | 731 | 7,27 730 | 734|728 | 733 | 719 | 6,83
F1P4 7,28 | 7,23 | 7,27 | 7,31 730 | 723|727 | 726 | 7,16 | 6,83
F2P3 717 | 7,14 | 7,18 | 7,21 726 | 724|716 | 7,18 | 7,23 | 6,85
F2P4 7,23 | 733 | 7,36 | 7,26 731 | 733|720 | 724 | 7,17 | 6,88
F3P3 7,16 | 7,17 | 693 | 7,25 728 | 7,17 | 695 | 7,50 | 7,24 | 7,00
F3P4 7,28 | 7,23 | 7,24 | 7,27 730 | 723|702 736 | 733 | 7,22
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Cizelge 4. 25 Formiulasyonlarin iletkenlik degerleri

Formiilasyon iletkenlik (ns/cm)
5°C+3 25°C+2 (%65 R.N.) 40°C+2 (%75 R.N.)
Kod
lay | 2.ay | 3.ay | 1.gin | l.ay | 2.ay | 3.ay | l.ay | 2.ay | 3.ay
F1P1 55,7 | 55,2 | 56,6 | 49,17 | 55,1 | 56,4 | 53,6 | 56,3 | 58,4 | 59,0
F1P2 56,4 | 52,1 |586 | 50,7 |56,2 | 604 | 56,7 | 555 | 58,1 | 1094
F2P1 53,5 | 48,6 | 529 | 50,2 | 508 | 52,3 | 100,6 | 90,1 | 101,4 | 101,5
F2P2 53,4 54 | 533 | 505 |506 (508|514 |531]| 511 | 531
F3P1 52,5 |53,1 516 | 501 | 520|523 | 553|526 | 533 | 540
F3P2 50,5 | 518 | 857 | 448 | 43,0 | 494 | 84,4 | 46,2 | 452 | 1021
F1P3 52,8 | 56,7 | 524 | 50,1 | 576|553 | 583 | 565 | 568 | 58,11
F1P4 53,6 | 50,4 | 55 50,2 | 52,8 | 57,8 | 52,8 | 56,4 | 55,8 | 59,7
F2P3 52,6 | 523|543 | 50,2 |56,7 |583 | 572 | 588 | 585 | 60,6
F2P4 52,5 | 628 | 55,6 | 49,6 | 57,4 | 558 | 54,9 | 57,6 | 58,2 | 59,4
F3P3 53,9 | 551|826 | 488 | 557 | 684 | 58,7 | 63,1 | 66,3 | 61,6
F3P4 54,8 | 54,2 | 55,6 | 50,2 | 56,3 | 546 | 524 | 57,5 | 61,1 | 62,8

4.2.5.5 Etkin Madde igerik Tayini

Etkin madde igeriklerinin saptanmasi amaciyla 15 mg, 30 mg ve 150 mg piperin igceren
formulasyonlardan (0,5 mg/ml piperin) sirasiyla 0,4 g, 0,2 g ve 0,04 g formulasyon 10
ml’lik balon jojeye alinarak metanol ile hacmine tamamlandi (6 pg/ml piperin).

Ardindan, 30 dakika ultrasonik banyoda karistirilarak ¢ozindurilda (Sekil 4. 5).
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Sekil 4.5 Etkin madde tayini icin ultrasonik banyoda karistirilan numuneler

Hazirlanan  numunelerin  absorbanslari, 343,4 nm dalga boyunda UV
spektrofotometrede oOlglldi. Absorbanslar dnceden hazirlanmis kalibrasyon egrisi
denklemine yerlestirilerek etkin madde miktar tayinleri yapildi. Etkin madde stabilite

Olciimleri sonucu elde edilen degerler Cizelge 4. 26’da gosterilmistir.

Cizelge 4.26 Formilasyonlarin 5°C, 25°C ve 40°C’deki etkin madde stabilitelerine ait

bulgular
Etkin madde igerigi (%) (n=3)

Kod 5°C+2 25°C+2 (%65 R.N.) 40°C+2 (%75 R.N.)

l.ay 2.ay 3.ay 1. l.ay 2.ay 3.ay l.ay 2.ay 3.ay

giin

F1P1 | 91,74 87,44 84,21 100 93,49 84,61 80,58 86,76 85,69 84,75
F1P2 | 93,62 92,55 78,88 100 98,47 94,84 88,78 93,09 92,41 90,13
F2P1 | 89,05 78,42 77,08 100 | 100,08 | 88,38 82,86 91,34 88,65 83,00
F2P2 | 97,66 92,28 88,11 100 96,18 92,82 89,05 87,84 83,53 81,11
F3P1 | 95,10 92,01 77,75 100 | 101,83 | 100,48 | 91,87 99,68 79,36 76,14
F3P2 | 94,97 85,96 75,87 100 | 101,02 | 101,43 | 98,74 | 100,75 | 78,56 76,14
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Cizelge 4.26 Formulasyonlarin 5°C, 25°C ve 40°C’deki etkin madde stabilitelerine ait
bulgular (devami)

Etkin madde icerigi (%) (n=3)

Kod 5°C+2 25°C+2 (%65 R.N.) 40°C+2 (%75 R.N.)

l.ay 2.ay 3.ay 1. l.ay 2.ay 3.ay l.ay 2.ay 3.ay

giin

F1P3 | 89,19 87,03 79,50 100 93,76 82,73 79,50 89,32 86,49 75,46
F1P4 | 88,92 85,55 83,80 100 96,45 86,22 83,80 93,76 85,69 77,75
F2P3 | 86,63 85,02 78,42 100 85,55 84,61 81,92 90,39 83,53 | 77,48
F2P4 | 99,14 93,49 79,63 100 98,47 89,86 81,92 85,69 79,23 67,39
F3P3 | 89,59 88,11 76,81 100 95,51 92,82 | 75,73 97,26 89,45 74,79
F3P4 | 98,60 92,28 83,13 100 | 101,02 | 96,72 85,55 | 101,96 | 91,47 85,55

4.3 Piperinin Cozuniirluk Tayini

Piperinin in vitro salim g¢alismalarinda sink kosulu saglayacak en uygun miktarda

¢Ozindigl salim ortamini saptamak amaciyla cesitli ¢ozicli ortamlari kullanilarak

37eC'de piperinin ¢ozlinlrlGglu tayin edildi. Bu amagla kullanilan salim ortamlari

sunlardir:

1. pH 7,4 Fosfat tamponu sollisyonu (PBS)

2. pH 7,4 PBS+ etanol (80:20 h/h)

3. pH 7,4 PBS + etanol (70:30 h/h)

4. pH 7,4 PBS+ tween 20 (%0,25)

5. pH 7,4 PBS+ tween 20 (%0,5)

6. pH 7,4 PBS+ tween 20 (%0,5) + etanol (20)

98




Gahsma igcin 30 mg piperin herbir salim ortami igin hassas tartildi. Kapakh bir erlene
konuldu ve Gzerine 10 ml salim ortami eklendi. Ardindan 372C’de 200 devir/dakika
hizda 24 saat boyunca ¢alkalanarak bekletildi. 24 saatin sonunda 6rnek galkalayicidan
alindi ve stzulda. Sizintiden 1 ml alindi ve 10 ml’ye metanol ile seyreltildi. Ardindan
UV ile miktar tayini yapildi. Dogru denklemi yardimiyla ¢6ziinen piperin miktari
hesaplandi. Deney 3 defa tekrarlanarak ortalama ve standart sapma degerleri

hesaplandi (Cizelge 4. 27).

Cizelge 4. 27 Piperinin belirli ¢g6ziinme ortamlarindaki ¢éziinurliklerine ait veriler (n=3)

Doygunluk
Goziinme Ortami Konsantrasyonu

(ng/mL)
pH 7,4 Fosfat tamponu soliisyonu 15,819+0,006
(PBS)
pH 7,4 PBS+ tween 20 (%0,25) 54,641+0,014
pH 7,4 PBS+ tween 20 (%0,5) 84,07310,101
pH 7,4 PBS+ etanol (80:20 h/h) 128,545+0,050
pH 7,4 PBS + etanol (70:30 h/h) 298,117+0,059
pH 7,4 PBS+ tween 20 (%0,5) + etanol |211,945+0,209
(20)

Piperinin in vitro salim galismasinda reseptor faz ortami olarak kullanilacak ve sink
kosullari saglayan ortami belirlemek amaciyla yuritilen ¢ozintrlik c¢alismasinda
¢Ozunlrlugin yeterli oldugu ortamin 15,819+0,006 pg/ml ile pH 7,4 Fosfat tamponu

oldugu saptanmistir.
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4.4 invitro Sahim Galismasi

Piperin iceren nanoemdiilsiyonlarin in vitro salim profilleri diyaliz yontemi ile incelendi.
Diyaliz membran tip (avg flat width 25 mm, m.wt. cut-off: 12,000-14,000)
kullanilmadan 6nce pH 7,4 fosfat tamponu salim ortami icerisinde 1 gece buzdolabinda

bekletildi.

Ertesi glin 400 ml’lik 4 beher igerisine 200 ml salim ortami konuldu ve su banyosu
Uzerinde 37+1°C’ye gelmesi beklendi. Bu sirada sink kosullar saglayacak sekilde 3
diyaliz kapslliiniin herbirine 2 g formulasyon (1,5 mg/g piperin igeren) yerlestirildi.
Salim ortamlari istenen sicakhga geldiginde diyaliz kapsiiller beher igerisine daldirildi ve
karistirma hizi 100 rpm hiza ayarlanarak bir manyetik bar yardimiyla karistirildi. 30.
dakika, 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8., 24., 48. ve 72. saatlerde salim ortamlarindan 1’er ml
numune alinarak her biri 10 ml'lik balon jojelere konuldu ve metanol ile hacmine
tamamlandi. Alinan salim ortamlarinin yerine beherlere ayni miktarda 37+1°C’'de taze
salim ortami ilave edildi. Orneklerin absorbanslari, 343,4 nm dalga boyunda UV
spektrofotometre ile okundu. Standart egri yardimiyla aciga ¢ikan piperin miktari
hesaplandi (Cizelge 4. 28) ve zamana karsi % aciga ¢cikan madde miktari grafige gecirildi
(Sekil 4.6).

Cizelge 4. 28 Piperin iceren F3P2 kodlu formilasyona ait salim verileri

Zaman (saat) Salim miktari (ug/ml) % Salim miktari

0 0 0

1/2 355,125 11,84
1 355,125 11,84
2 419,693 13,99
3 443,906 14,80
4 460,048 15,33
5 476,190 15,87
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Cizelge 4. 28 Piperin iceren F3P2 kodlu formilasyona ait salim verileri (devami)

Zaman (saat) | Salim miktari (pg/ml) % Salim miktari
6 516,546 17,22
7 548,830 18,29
8 593,220 19,77
24 1618,241 53,94
48 1961,259 65,38
72 2457,627 81,92

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% Salinan piperin

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
Zaman (saat)

Sekil 4.6 Piperin iceren F3P2 kodlu formilasyona ait salim grafigi (n=3)

4.5 AFM Analizi

AFM ile piperin iceren NE’lerin boyut ve ylizey analizleri yapildi. AFM cihazinin prob

ylzeyine dnce 20 ul saf su damlatildi ve 10 sn sonrasinda su uzaklastirildi.
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Olgiim icin farkl Gretim prosediirleri ile elde edilen NE’lerin distile su ile uygun oranda
(1:100) seyreltiimesinden sonra, orneklerden 5 pl alinarak prob ylizeyine immobilize

edildi. 5 dakika bekletildikten sonra 6rnek sivisi uzaklastirild.

10 pl su ile prob yizeyi yeniden yikandi ve 30 dakika kurumasi beklendikten sonra
drnekler AFM cihazinda analiz edildi. Olgiimler 1.00x1.00 um yiizey araliginda yapild.
Analiz sonucunda NE’lerin 2D ve 3D gorintileri elde edildi (Sekil 4. 7-4. 10).

5.01

[rim]

500.00 nm 1.00 % 1,00 um

Sekil 4. 7 F1P1 kodlu formulasyonun 2D ve 3D (1.00x1.00 um) AFM gorintisi

} 3.72

[F1|111

g 3.00 V- =
500.00 nm 1.00 x 1.00 um 6o [Am]. 7000 *[nm]

2-FIF2 Z-FIF2

Sekil 4. 8 F1P2 kodlu formiilasyonun 2D ve 3D (1.00x1.00 um) AFM goriintisi
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Sekil 4. 9 F1P3 kodlu formulasyonun 2D ve 3D (1.00x1.00 um) AFM gorintisi
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Sekil 4. 10 F2P2 kodlu formilasyonun 2D ve 3D (1.00x1.00 um) AFM goriintisi

4.6 Olusturulan Nanoemiilsiyonlarin L929 Fibroblast Hiicreleri Uzerinde Toksik
Etkisinin MTT Yontemi ile incelenmesi

Olusturulan nanoemiilsiyonlarin L929 Fare fibroblast hiicreleri (Sekil 4.11) Gzerindeki
toksik etkisi MTT yontemi ile gergeklestirildi. Kiiltiirde konfluent hale gelmis saglikli

L929 hiicrelerinin besi-yeri dokiilerek pasajlamasi yapildi.
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Kisaca; hicreler PBS ile yikandiktan sonra Tripsin-EDTA eklendi ve tripsin aktivitesi icin
inklibasyon icin etlive konularak 5 dakika bekletildi. Mikroskopla kontrol edildikten
sonra flask yizeyinden ayrildig1 gorilen hicreler 5 ml %10 Fetal dana serumu (FBS)
iceren DMEM-F12 besi-yeri icerisinde santriflij tipine aktarildi. 5 dakika 1000 rpm’de
santriflj edilip, stipernatant dokuldiu ve dipte kalan pellet homojenize edildi. Hicre
sayimi i¢in 2 plt hiicre alindi ve 48 plt tripan blue ile karistirildi. Toma lami lzerinde
sayim yapildi. Hiicre sayimi yapildiktan sonra hiicre sayisi 10* /kuyucuk olacak sekilde

MTT testinde kullanilmak Gzere 96 kuyucuklu platelere aktarildi.

Sekil 4. 11 Kilturde ¢ogalan L929 hiicrelerinin gérinimi (x20)

37 °C de %5’lik karbondioksitli etlivde 24 saat inkibasyonun ardindan 1, 5, 10, 20, ve
40 pl miktarinda F1P1, F2P1, F3P1, F1P3, F2P3 ve F3P3 kodlu nanoemdiilsiyonlar her

konsantrasyondan en az 5 kuyucuk olacak sekilde kuyucuklara eklendi.

Formilasyonlar eklendikten sonra hiicreler 24 saat 37°C'de %5’lik karbondioksitli
etlivde inkibasyona birakildi. 24 saatlik inklibasyon slreci sonucunda metabolik
aktiviteyi olgme amaciyla 3-[4,5- dimethylthiazol- 2-yl]-3,5-diphenyl tetrazolium
bromid (MTT) ¢Ozeltisinden platelerin her bir kuyucuguna 10 pl MTT boyasi konuldu. 4
saat 37°C'de %5’lik etlivde inklibasyona birakildi. Kuyucuklardaki besiyeri ¢ekilerek 100
ul dimetil stilfoksit (DMSO) eklendi ve formazan kristalleri ¢éztindirildi. 30 dakika oda

sicakhginda bekletildi.
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570 nm dalga boyunda mikroplate okuyuculu spektroskopide ol¢limleri yapildi.
Olusturulan nanoemdtilsiyonlarin L929 Fare fibroblast hiicreleri tGzerindeki toksik etkisi
ICso degeri hesaplanarak incelenmistir. ICso; bir maddenin sistemde, metabolizmada
%50 inhibisyona neden olan konsantrasyonudur. 1Cso; inklibasyon siresi,
konsantrasyon gibi deneysel sistemin bilesenlerine bagldir [208]. F1P1 kodlu
nanoemilsiyonun L929 hiicrelerinin proliferasyonu lzerindeki etkisini gosteren MTT
grafigi sekil 4. 12'de gosterilmektedir. Grafikte goriildigi gibi incelenen disik dozlarda
nanoemdiilsiyonlarin toksik etkisi bulunmazken, konsantrasyonu arttirildiginda hiicre
cogalmasini inhibe etmis ve toksik etkiler gosterilmistir. Hesaplanan ICso degeri
9,55009 mg/ml olup, bu miktarda nanoemdilsiyon kullanildiginda L929 hiicrelerinin

yarisinin inhibe oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 12 F1P1 kodlu nanoemiilsiyonun L929 hiicrelerinin proliferasyonu utzerindeki
etkisini gosteren MTT grafigi
F1P3 kodlu nanoemilsiyonun L929 hicrelerinin proliferasyonu Uzerindeki etkisini
gosteren MTT grafigi sekil 4. 13’te gosterilmektedir. Grafikte gorildigu gibi incelenen
disik dozlarda nanoemiilsiyonlarin toksik etkisi bulunmamis ve hesaplanan ICso degeri

11,9685 mg/ml oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4. 13 F1P3 kodlu nanoemiilsiyonun L929 hiicrelerinin proliferasyonu tzerindeki
etkisini gosteren MTT grafigi

F2P1 kodlu nanoemiilsiyonun L1929 hiicrelerinin proliferasyonu lzerindeki etkisini
gosteren MTT grafigi sekil 4. 14’de gosterilmektedir. Hesaplanan 1Cso degeri 10,8407
mg/ml olup, bu miktarda nanoemdilsiyon kullanildiginda L929 hicrelerinin yarisinin

inhibe oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 14 F2P1 kodlu nanoemiilsiyonun L929 hiicrelerinin proliferasyonu utzerindeki
etkisini gosteren MTT grafigi
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F2P3 kodlu nanoemiilsiyonun L929 hiicrelerinin proliferasyonu Uzerindeki etkisini
gosteren MTT grafigi sekil 4. 15'de gosterilmektedir. Grafikte gorildigi gibi
konsantrasyon arttirildiginda hiicre cogalmasini inhibe etmistir. Hesaplanan 1Cso degeri
8,55293 mg/ml olup, bu miktarda nanoemdilsiyon kullanildiginda L929 hiicrelerinin

yarisinin inhibe oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 15 F2P3 kodlu nanoemiilsiyonun L929 hiicrelerinin proliferasyonu tzerindeki
etkisini gosteren MTT grafigi

F3P1 kodlu nanoemilsiyonun L929 hiicrelerinin proliferasyonu Uzerindeki etkisini
gosteren MTT grafigi sekil 4. 16’da gosterilmektedir. Hesaplanan ICso degeri 10,0632

mg/ml olarak bulunmustur.
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Sekil 4. 16 F3P1 kodlu nanoemiilsiyonun L929 hiicrelerinin proliferasyonu tzerindeki
etkisini gosteren MTT grafigi

F3P3 kodlu nanoemiilsiyonun L1929 hiicrelerinin proliferasyonu lzerindeki etkisini
gosteren MTT grafigi sekil 4. 17°de gosterilmektedir. Hesaplanan 1Csp degeri 8,4772
mg/ml’dir.
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Sekil 4. 17 F3P3 kodlu nanoemiilsiyonun L929 hiicrelerinin proliferasyonu Ulzerindeki
etkisini gosteren MTT grafigi
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, piperin iceren hipopigmentasyon rahatsizliklarinda kullaniimasi
amaglanan topikal NE formilasyonlari hazirlandi. Bu kapsamda, oncelikle piperinin
formulasyonlardaki miktarinin tayini icin UV spektrofotometrede yontem belirlendi ve
bu yontemin analitik validasyon calismalari yapildi. Daha sonra, formilasyon
bilesiminde yer alan maddeler ve bu maddelerin konsantrasyonlari belirlendi ve {iretim
yontemi olan ultrasonikasyon prosesinin parametreleri optimize edildi. Piperin NE’leri,
15 mg, 30 mg, 150 mg, 300 mg ve 600 mg icerecek sekilde hazirlandi. Sonrasinda,
formuilasyonlara hizlandirilmis stabilite testleri olan santrifiij ve termal testler
uygulanarak, kinetik ve termodinamik stabilite acisindan 6n bir degerlendirme yapildi.
Bu testler sonucunda stabil kalan formilasyonlar secildi ve fizikokimyasal stabilite
testlerine tabi tutuldu. 3 ay boyunca, 3 farkli kosulda (oda sicakliginda, 25+2°C ve %65
R.N., buzdolabinda, 5+3°C ve iklimlendime kabininde, 40+2°C ve %75 R.N.) bekletilen
formilasyonlarda belirlenen zaman araliklarinda (1. giin, 1. ay, 2. ay, 3. ay) pH,
iletkenlik, viskozite, ortalama damlacik boyutu, Pdl degerleri, zeta potansiyeli ve etkin

madde igerik analizleri yapildi.

Hizlandirilmis stabilite testleri sonrasinda, %7,5 (a/a) yag fazi ve %15 (a/a) Smix
(Pluronic® F68+Transcutol® HP) iceren formiilasyonlarda koalesans, kremalasma ve faz
ayrimi gibi kolloidal sistemlerde siklikla goériilen stabilite problemlerinin higbiri
gorilmemistir. Bu agidan degerlendirildiginde formilasyonlarin hizlandirilmis kosullara
dahi dayanabildigi sonucuna varildi. Ancak, yiksek konsantrasyonlarda (300 ve 600
mg) etkin madde iceren F4P1, F4P2, F5P1, F5P2, F4P3, F4P4, F5P3 ve F5P4 kodlu

formilasyonlarda sedimentasyon problemi gorildigiinden bu formilasyonlar
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elenerek, ileriki calismalara hizlandirilmis stabilite testlerinden gegen formilasyonlarla

devam edildi.

Isitma-sogutma testi sonucunda, formilasyonlarin damlacik boyutlarinda test sonunda
belirgin bir artis oldugu, ancak her iki zaman noktasinda da F3P1, F3P3 ve F3P4
formilasyonlari hari¢c istenen sekilde nanoboyutta (<500 nm) kaldiklari goruldi.
Hazirlanan formilasyonlarin Pdl degerleri test sonrasinda da 0,2 degerinden kiglk
oldugundan, damlacik buydkligd dagiliminin belirgin sicaklik degisimlerinde dahi
istenen sekilde homojen kaldigi sonucuna varildi. Ayrica, formilasyonlarin zeta
potansiyellerinin de test sonrasinda istenen degerlerde kaldigi saptandi (<-20 mV, >+20
mV). Elde edilen bulgular ile formulasyonlarda herhangi bir stabilite sorunu olmadigi
sonucuna varildi. Formilasyonlarin damlacik boyutunda artis gérilmesine ragmen,
literatirde gecen NE’lerin damlacik buayiklGgi sinirnt (<500 nm) asmamasi,
formuilasyonlarin  belirgin  sicakhk degisimlerine karsi dayanikli  olduklarini

gostermektedir.

3 ay boyunca yuritilen fiziokimyasal stabilite testleri sonucunda, 3 farkli sicakliktaki
saklama kosullarinda bekletilen formilasyonlarin baslangicta elde edilen fiziksel
ozelliklerinde degisim gorilmediginden, tim formulasyonlar organoleptik acidan stabil

bulundu.

Emdlsiyonlarin stabilitesinin saptanmasinda pH analizi 6nemli bir parametredir.
Zamanla ortaya c¢ikan pH degisiklikleri, formilasyonda kimyasal reaksiyonlarin
meydana geldigini ve Urlin kalitesinin azaldigini gdstermektedir. Calismamizda 3 ayhk
pH degerlerinde oda sicakhgl ve buzdolabi kosullarinda bekletilen formulasyonlarin pH
degerlerinde herhangi bir degisiklik gbzlenmezken, iklimlendirme kabininde
(40°C+2,%75 R.N) bekletilenlerde hafif bir dislis yasanmigtir. Ancak pH’taki bu degisim

formilasyonlarin gériinimini, damlacik ¢api ve Pdl degerlerini etkilememistir.

Elektriksel iletkenlik 6lciimleri hazirlanan NE’lerin dogasini belirlemek i¢in kullanildi.
Ayrica, elektriksel iletkenlikte meydana gelen degisiklikler NE’lerde stabilite sorunlarini
gosterebilen bir parametre oldugundan stabiliteye olan etkisi arastirildi. Bu ¢alismada
elde edilen yuksek iletkenlik degerleri, NE’lerin istenen sekilde su iginde yag (Y/S) tipi

oldugunu go6stermektedir. Ayrica, formilasyonlar farkli saklama kosullarinda
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bekletildiklerinde dahi iletkenliklerinde biyik bir degisiklik meydana gelmediginden,
bu durum formulasyonlarda faz doniisimi gibi bir stabilite problemi gorilmedigini

ortaya koymaktadir.

NE’ler, Newtonian akis tipi goOsteren, disik viskoziteli sistemlerdir. Hazirlanan
formilasyonlarin timi NE’lerin dogasi geregi diisik viskoziteli olup, Newtonian tipi
akis gostermektedir. Tim stabilite kosullarinda, formiilasyonlarin viskozite degerleri
kabul edilebilir limitler igerisinde kalmistir. Homojenitelerinde ve kivamlarinda
herhangi bir degisim gorilmemistir. Piperin iceren NE’lerin boyut ve ylizey analizlerini
incelemek amaciyla AFM analizi yapildiginda elde edilen 2D ve 3D gorintiler,

formilasyonlarin homojen damlacik dagilimina sahip oldugunu géstermistir.

Yapilan L1929 hicre kiltirli sitotoksisite testlerinde, hesaplanan ICso degerleri
incelendiginde dlsik dozlarda nanoemilsiyonlarin toksik etkisi bulunmazken,
konsantrasyon arttirildiginda hiicre cogalmasini inhibe ettigi ve toksik etkiler gosterdigi
tespit edilmistir. IC50 degerleri, belirtilen miktarlarda nanoemdilsiyon kullanildiginda

L929 hiicrelerinin yarisinin inhibe oldugunu goéstermektedir.

Formilasyonlarin saklama sirasinda damlacik blydkligh ve zeta potansiyelinde
meydana gelen degisimleri saptamak kolloidal sistemlerin  stabilitesini
degerlendirmede iyi bir yontemdir. Bu baglamda, formiilasyonlarin ortalama damlacik
¢apl, Pdl ve zeta potansiyeli dlcimleri 3 ay boyunca takip edildi. Ortalama damlacik
¢ap! incelendiginde, formulasyonlarin damlacik biydkliklerinin Gretim parametreleri
ve piperin konsantrasyonundan bagimsiz olarak istenen NE boyutlarina sahip oldugu
gorildi (en kiguk, 202,64 nm; en biyik, 223,1 nm). 3 ay boyunca buzdolabi ve oda
sicakhginda bekletilen formilasyonlarin damlacik boyutlarinda degisim meydana
gelmezken, iklimlendirme kabininde bekletilenlerin damlacik boyutlarinda belirgin bir
artisin  meydana geldigi saptandi. Bu da formilasyonlarin buzdolabi ve oda

sicakhgindaki kosullarda stabilitesini uzun siire devam ettirebildigini gdstermektedir.

Disuk Pdl degerleri (sifira yakin) monodispers damlacik popilasyonunu gosterirken,
Pdl degerlerinin 1’e yaklasmasi damlacik boyutlarinin genis bir aralikta ve dizensiz

olduguna isaret etmektedir. Bu calismada formilasyonlarin Pdl degerlerinin 3 ay
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boyunca tim kosullarda 0,2 civarinda kaldigi ve homojen bir damlacik popiilasyonuna

sahip oldugu saptandi.

Zeta potansiyeli kolloidal dispersiyonlarin stabilitesinden sorumlu bir parametredir ve
dispersiyondaki benzer yiikli partikillerin birbirini itme derecesini ifade eder. Zeta
degerlerinde azalma, formilasyonun flokillasyona daha fazla yatkin oldugunu
gostermektedir. Calismadaki formilasyonlarin zeta potansiyellerinin 3 ayin sonunda

dahi yuksek oldugu ve istenen kriterlere uygun oldugu gorilda (<-20 mV, >+20 mV).

Etkin madde igerik tayini verilerine gore piperin igerigi 3 farkli saklama kosulunda da
ylksek oranda stabil kalmistir. En yiksek etkin madde miktarina sahip olmasindan
dolayi piperin iceren NE formilasyonlari icin en uygun saklama kosulu olarak oda
sicakhgr secilmistir. Oda sicakhiginda bekletilen formilasyonlardan F3P2’nin, 3 ay
sonunda en yuksek piperin icerigine (% 98,74) sahip oldugu gorilmustir. Boylelikle,
cevresel kosullara hassas dogal bir bilesen olan piperinin stabil NE formilasyonu

gelistirilmistir.

Deriden etkin maddelerin penetrasyonu, uygulanan formdilasyon ile yakindan ilgilidir.
Etkin maddenin verildigi formilasyondan oncelikle salinmasi gerekmektedir. Bu
nedenle, in vitro salim ¢alismalari sonucu elde edilen etkin madde salim profilleri; etkin
maddenin deriye etkili bir sekilde uygulanmasi agisindan O6nemli bir kalite
parametresidir. Bu amagla tez ¢alismasinda, piperinin in vitro salimi diyaliz membran
yontemi ile incelenmistir. Calisma verilerine gore, 72 saatte piperinin % 81,92’sinin

formilasyondan salinarak kontrollii salimin saglanabildigi sonucuna varilmistir.

Sonug olarak, piperinin biyolojik aktivitesinden en yliksek oranda yararlanilabilecek,
nano skalada damlacik boyutuna sahip, fizikokimyasal olarak stabil olan topikal bir {irlin

diinyada ve llkemizde ilk kez olarak bu tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilmistir.
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