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Onsoz
Lisans yillarinda kiymetli hocalarimiz sayesinde en sevdigim derslerden biri olan
Kozmetoloji’yi daha detayli anlamak, meslegime katki saglamak ve fark yaratmak igin
baslamis oldugum yiliksek lisans programinda, literatiir taramalar1 sonucunda cesitli
yaralarin iyilestirilmesinde kullanilabilecegini diisiindiigiim Paramylon’u arastirmak ve in
situ jel olarak tasarlayip literatiire fayda saglamayi hedefleyerek tez konumu sectim.
Yaptigim calismalar sonucunda hazirladigim tezimin faydali bir calisma olmasini

umuyorum.

Izmir, Aralik 2023

Ecz. Kivang TURK



Ozet
Bu tez ¢alismasmin hedefi yara iyilesmesi i¢in Paramylon’un deride kullanimi igin in situ
jel formiilasyonlarint hazirlamak ve kullanmaktir. Paramylon, beta-1,3-glukandir. Tek bir
zarla g¢evrili olan Paramylon, fazlasiyla kristal yapida ve kompleks fibriler depo
karbonhidrat grandlleri olarak gorilir. Paramylon’un, antioksidan, antienflamatuar,
rejeneratif, immiinomodiilasyon, nemlendirme ve genglestirme gibi aktiviteleri ¢esitli cilt
hastaliklarininda tedaviye destek olarak kullanimini saglar. Paramylon, yara bdlgesinde
makrofaj fonksiyonlarini stimule ederek yara iyilesme siirecini destekler. In situ jel ilag
sistemleri 25 °C’de siviyken viicut sivilari ile temas ettiginde veya pH degisimleri sonucu
jel haline gelir. Konvansiyonel formiilasyonlara kiyasla in situ jellerin, kolay Gretim, basit
ve azaltilmis uygulama sikligi, artan hasta uyumu gibi avantajlari vardir. In situ jel, deride
siserek guclu bir jel olusturur ve aktif bilesenlerin deride kalma suresi uzar. In situ jel
sistemi Paramylon’un deride kalma siiresini bu sebeple de etkisini ylkseltmek icin tercih

edilmistir.

Sicaklik artisiyla jellesen in situ jel formiilasyonlar1 Poloksamer 188 ve Poloksamer 407
gibi polimerler kullanilarak soguk metotla yapilmustir. Final formilasyonunda paramylon
konsantrasyonu %1 (a/a)dir. Bltin formilasyonlarin jellesme sicakligi 29-34°C arasinda
olup bu da deriyle temas ettiginde istenilen sekilde jellesecegini gostermistir. Stabilite
caligmalar1 i¢in paramylon iceren formilasyonlarda pH, renk, koku, goriiniis, viskozite ve
jelasyon zamani parametreleri incelenmistir. Formiilasyonun pH ortalamasi yaklasik 6.7-
6.8°dir ve ciltte kullanim i¢in uygundur. Formiilasyon renk,koku ve goriiniis agisindan
stabil kalmistir. Ornekler 4°C ve 25°C %60 relatif nemde stabilite kabinlerinde
bekletilmistir. Bu formiilasyonlarm in vitro etkinlikleri ve antioksidan aktivitesi de
incelenmistir. Hazirlanan formiilasyonlarda hiicre canlilig1 %70’in tizerinde ¢ikmistir. Bu
da biyouyumlulugun yiiksek oldugunu gostermektedir. H-O: ile indlklenen oksidatif stres
sonucu azalarak %65’in altina diisen hiicre canlilii, paramylon iceren formiilasyonla
tekrar yiikselerek 9%70’in lizerine ¢ikmistir. Bu durum formiilasyonun yara iyilesmesinde
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Sonug olarak, paramylon yUkli in situ
jeller deride yara iyilesmesinde ilerleyen donemlerde etkili bir yontem olarak

degerlendirilebilir.



Anahtar Kelimeler: Paramylon; In situ jel, Yara Iyilesmesi; Karakterizasyon; In vitro
Etkinlik Caligmalari.



Abstract
The aim of this thesis is to prepare and use in situ gel formulations for the use of
Paramylon on the skin for wound healing. Paramylon is beta-1,3-glucan. Surrounded by
a single membrane, Paramylon appears as highly crystalline and complex fibrillar storage
carbohydrate granules. Paramylon's activities such as antioxidant, anti-inflammatory,
regenerative, immunomodulation, moisturizing and rejuvenation enable its use as a
support for the treatment of various skin diseases. Paramylon supports the wound healing
process by stimulating macrophage functions in the wound area. With in situ gel drug
systems, long-term drug release is achieved while maintaining stable plasma profiles.
While these systems are liquid at 25 °C, they turn into gel when in contact with body fluids
or as a result of pH changes. Compared to conventional formulations, in situ gels have
advantages such as simple production, easy and reduced application, and increased patient
compliance. In situ gel swells on the skin, forming a strong gel, and the duration of active
ingredients on the skin is prolonged. The in situ gel system was preferred to increase the

duration of Paramylon's stay on the skin and therefore its effect.

In situ gel formulations became gel with increasing temperature were made by cold
method using polymers such as Poloxamer 188 and Poloxamer 407. Paramylon
concentration in the final formulation is 1% (w/w). The gelation temperature of all
formulations was observed between 29-34°C. This showed that it would gel as desired
when in contact with the skin. For stability studies, pH, color, smell, appearance, viscosity
and gelation time parameters were examined in formulations containing paramylon. The
pH average of the formulation is approximately 6.7-6.8 and is suitable for use on the skin.
The formulation remained stable in terms of color, smell and appearance. The samples
were kept in stability cabinets at 4°C and 25°C and 60% relative humidity. In vitro
activities and antioxidant activity of these formulations were also examined. Cell viability
was over 70% in the prepared formulations. This shows that biocompatibility is high. Cell
viability, which decreased to less than 65% as a result of H.O-induced oxidative stress,
increased again to over 70% with the formulation containing paramylon. This showed that
the formulation has antioxidant activity in wound healing. As a result, paramylon-loaded

in situ gels can be considered as an effective method for skin wound healing in the future.

\



Keywords: Paramylon; In situ gel; Wound Healing; Characterization; In vitro Efficacy
Studies
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1. GIRIS

Deri, insan vicudunu cevreleyen, vicut kitlesinin %10’una karsilik gelen en blyuk
organdir. Viicut neminin muhafazasinda, sicakliginin optimum tutulmasinda Kkritik bir
gorevi bulunan derinin ayn1 zamanda en muhim islevlerinden biri viicudu fiziksel,
kimyasal, mikroorganizma ve alerjenlere karst muhafaza eden bariyer yapisinda
olmasidir. Deride, sicaklik, basing ve agrireseptorleri meveuttur. Deri farkli katmanlardan
meydana gelmektedir. Stratum corneum tabakasi derinin en dis katmani olup 6li

hlcrelerden olusur ve bariyer rol oynar.

Epidermal bariyerin bir kaza, hastalik vb. sebeplerle butiinligiiniin bozulmasi yara
olusumuna yol agar. Akut yaralara ek olarak diyabetik ayak yarasi, bacak iilserleri gibi
zorlu iyilesme siireglerine sahip kronik yaralar da vardir. Kronik yaralar, hastanin yasam
kalitesinde oOnemli rahatsizliklara sebep olmanm yaninda tedavisi de ekonomik
problemlere yol acar. Basta enfeksiyonlar ve diger komplikasyonlarin meydana gelmesine
ve eslik eden ¢esitli hastaliklara sebep olurlar. Hem yaralarin birincil etkisi hem de sebep
olduklar1 eslik eden hastaliklar diisiiniildiigiinde yaralarin iyilestirilmesinde kullanilan
urtinler fazlasiyla biyuk bir Kitleye hitap etmektedir. Insan viicudunda normal bir
biyolojik siire¢ olan yara iyilesmesi dort asamada saglanir. Bunlar; hemostaz, yangi,
proliferasyon ve yeniden sekillenme. Bir yaranin basarili bir bicimde iyilesmesi igin dort
fazm da uygun diizen ve sire icinde meydana gelmesi gerekir. Pek ¢cok etmen, bu suirecin
bir veya birden ¢cok basamagini1 engelleyebilir, dolayisiyla uygunsuz veya bozulmus yara
iyilesmesine sebep olabilir. Bu faktorler enfeksiyon durumu, yas, cinsiyet, stres, diyabet,

obezite, ilaglar, alkol ve sigara kullanim1 ve beslenme olabilir.

Doku onarmmuini ve iyilesmeyi destekleyen hiicresel ve molekiler mekanizmalar hala tam
olarak belirlenemistir ve glincel tedaviler kisithdir. Travma, cerrahi midahale, akut veya
kronik hastalik sonucu olusan yaralarim iyilesme siireci tedavi planlanmasinda ¢ok 6nemli
bir konudur. Vicudun dogal onarim mekanizmalarinin iyilestirilmesine yonelik Klinik
stratejilerin gelistirilmesi, onarim ve yenilenmenin temel biyolojisinin tam olarak

anlasilmasina baghdir.

In situ jel, son zamanlarda topikal uygulamalarda tercih edilen yeni bir formulasyon

tipidir. Deriye uygulanan ¢ozeltilere kiyasla in situ jellerin viskozitesi daha yuksektir.



Deriye temast ile polimer yapisini farklilastirarak jel haline gelmektedirler. O yiizden, in
situ jeller sadece deri ve etken madde arasindaki etkilesim siiresini uzatmaz, derinin etken
maddeyle etkilesiminin agir ve devamli bir bicimde gerceklesmesini de saglar. Bu

nedenle, in situ jeller 6zellikle kronik kullanimin gerektigi durumlarda tercih edilebilir.

Bir beta glukan olan Paramylon’un yara yatagindaki fagositik hiicreleri ve ozellikle
makrofaj fonksiyonlarmi modiile ederek yara iyilesme siirecini uyardigi belirtilmistir.
Paramylon, dogal immiinolojik sisteme ait hiicrelerin fonksiyonlarini modiile ederek ve
fagositik hicreleri yara bdlgesine alarak ikincil yara enfeksiyonu riskinin azaltilmasina da

katkida bulunur.

Paramylon’un, antioksidan, antienflamatuar, rejeneratif, immunomodulasyon,
nemlendirme ve genclestirme gibi aktiviteleri, cesitli cilt hastaliklarinin  ve
komplikasyonlarinin tedavisine yardimci olabilecegi diisiincesini desteklemektedir.
Ayrica paramylon, anti-enfektif 6zelliklere sahiptir. Genis bir gram-pozitif ve gram-
negatif bakteri spektrumuna karsi potansiyel antibakteriyel aktivite sergiler. Bu nedenle
paramylon genis bir biyolojik aktivite yelpazesine sahip stabilitesi yuksek uygun bir yara

tyilestirme bileseni olabilir.

Bu tez ¢alismasinda bilinen etkileri ile yara tedavisinde potansiyel olarak kullanilabilecek
paramylon iceren in situ jel formiilasyonu gelistirilmesi amaglanmistir. Poloxamer 188 ve
Poloxamer 407 isimli polimerler kullanilarak ilk olarak paramylon igeren siispansiyon
formiilasyonu hazirlanmis ve deri ile temas ettiginde sicaklik artisiyla jel haline gelen

formiilasyon olusturulmustur.

Formilasyonun glvenilirlik ve etkinliginin belirlenmesi i¢in biyouyumluluk testi,
antioksidan aktivite, yara iyilestirme testleri gergeklestirilmistir. Bu testlerin sonuglar1
etken madde olarak paramylon iceren formilasyonun tedavisi zor ve masrafli olan yara
iyilesmesinde potansiyel bir iirlin olarak kullanilabilecegini gostermistir. Bu ¢alisma ile
potansiyel olarak kullanilabilecek bir formiilasyon gelistirilmis olup hastalarmn yasam

kalitesinin arttirilmasi ve tedavi masraflarinin azaltilmasi1 amaglanmustir.



2.GENEL BILGILER
2.1 Deri Hakkinda Genel Bilgiler

Etken maddelerin deri yoluyla gegisini lokal veya sistemik etki icin kisitlayan en énemli
etken derinin yapisidir. O yiizden formiilasyon gelistirilirken derinin yapisi ve 6zellikleri
dikkatle diisiiniilmelidir. Deri, viicudun en biiyiik organ sistemidir. Yaklasik 1,8 - 2 m?
yiizey alani ve 9 kg agirhigiyla viicut agirhigmin yaklasik %16'sin1 olusturur. Kalinlig
yaklasik 0,5 - 3 mm’dir. Harekete izin verecek kadar elastik ve uyaranlar1 algilayacak
kadar incedir. Viicudu fiziksel, kimyasal ve mikrobiyal dis etmenlere kars1 muhafaza eder.
Viicut 1sisinin muhafazasinda termostat gérevi goriir. Kan basincini kontrol eder. UV
ismlarma karsi1 da saglam bir muhafaza gorevi gorur. Cilt hafif asidiktir. pH'1 5,2 ile 5,6
arasimdadir (Acartiirk ve digerleri, 2007; Arslan Azizoglu, 2014; Gursoy, 2002).

2.1.1 Derinin Tabakalan

Deri, ii¢ tabakadan olusur. En distaki tabaka, dig ortamla baglant1 halinde olan epidermis,
bag dokusu 6gelerinden meydana gelen, esneklik ve direnc 6zelliklerini veren dermis ve
bu iki tabaka arasinda "dermo-epidermal komponent" olarak adlandirilan farklilasmis bir
kisimdir. Dermo-epidermal katman, Gstlindeki epidermise fiziksel destek verir ve biraz da
dermis ile epidermis arasinda hiicrelere ve biiyiik molekiillere kars1 bir bariyer vazifesi
gOriir. Dermisin altinda deri alt1 doku olarak da bilinen, yag icerigi fazla ve altindaki

dokularla irtibat1 saglayan hipodermis bulunur (Sekil 1) (Chamcheu ve digerleri, 2011).
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Sekil 1: Derinin Yapis1 (Chamcheu ve digerleri, 2011)



2.1.1.1 Epidermis

Derinin en digindaki tabakadir. Kan damarlar: ve lenfatik sistem bulunmaz. Kalinligi
viicudun farkli bolgelerinde 150-180 pm arasindadir. Morfolojik goriinti ve hiicre
islevleri agisindan bes farkli tabakadan olusur (Menon, 2002). Bunlar, Stratum korneum
(Boynuzsu Tabaka), Stratum lusidum, Stratum granulosum (Grantler Tabaka), Stratum

spinosum (Diken, Sivri U¢ Tabakas1), Stratum germinativum (Bazal Tabaka)’dir.

2.1.1.1.1 Stratum korneum

Epidermisin en dista bulunan tabakasidir ve kalinligi 6-15 pm’dir. 15-20 kat 6lii, yasst,
uzun ve bittnuyle keratinize korneosit bulunur. 14 ginde bir yenilenme 6zelligi vardir.
Lipitlerden ve proteinlerden olusur. Stratum corneum, ila¢ molekiillerinin deriden
gecmesi icin ana engeli meydana getirir. Protein tuglalar1 ve lipid harcindan olusan
sistemli olarak Oriilmiis duvar gibi tanimlanir. Igerdigi lipid miktar1 ve tiirli viicuttaki
bolgesine gore farklilik gosterir ve bu da gegirgenligin farkli olmasinin en 6nemli
etkenlerindendir. (Barry, 1991).

2.1.1.1.2 Stratum lusidum
Son derece dlzlestirilmis eozinofilik hiicreler olusturdugu ince bir tabakadir. Yalnizca

derinin ¢ok kalin oldugu belirli bdlgelerde gériilebilir. (Orn: Avug i¢i ve ayak tabani)

2.1.1.1.3 Stratum granulosum
Ug veya bes hiicre kalmliginda basik hiicrelerden meydana gelir. Keratinizasyonun ilk
belirtileri gorulir. Cekirdek ayrismasi bu katmanda bagslasa da, hiicrelerin hala

cekirdekleri vardir. Canli epidermisin en dig siir1 bu tabakadir.

2.1.1.1.4 Stratum spinosum
Bu katmanda dezmozom olarak adlandirilan baglanti Uniteleri bol miktarda bulunur.
Karakteristik mikroskop gorinimd, hicre ylzeyinde fazla miktarda dikenli yapinin

goriinlimiidiir. Lipit¢e zengin katmanli boliimler icerir.

2.1.1.1.5 Stratum germinativum
En derin epidermisin tabakasidir. Oteki katmanlara kiyasla daha cabuk prolifere olabilen
hiicrelerden olusur ve bu bitigik hiicreler cilt yiizeyine hareket ederip baskalasarak diger

katmanlar1 olusturur. Hemidesmozom olarak adlandirilan baglant1 Uniteleri dermise



baghdwr. Bu tabaka dermis-epidermis smnmridir. Deri pigmentasyonunu saglayan

melanositler de Stratum germinativum’da bulunur (Arslan Azizoglu, 2014).

2.1.1.2 Dermis

Dermisin ¢ogu, yiiksek su baglama kapasitesine sahip polisakkaritler ve proteinlerden
Olusur. Dermiste, 3 6nemli protein fazla miktarda bulunur. Bunlar glg¢ saglayan kolajen,
retikllin ve elastikiyet saglayan elastindir. Fibroblastlar, mast hicreleri ve histiyositler
dermisin hiicresel kismin1 meydana getirir. Dermis kalinligi, vicudun farkli bolgelerinde
farklidir. G6z kapaklarinda 0,3 mm olarak gorulurken sirtta 3 mm civarindadir. Dermis
ayrica birgok 6zel hiicre ve yapidan olusur. Kil kdkleri, ekrin ve apokrin ter bezleri de bu
tabakadadir. Dokunma ve basing duyularmi saglayan farklilasmis sinir hiicrelerini igerir.

Dermis ayn1 zamanda damar icerigi agisindan da zengindir (Acarturk ve digerleri, 2007).

2.1.1.3 Hipodermis
Dermisin altindaki tabakadir. Fazla miktarda yag meydana getiren ve biriktiren
hicrelerden olusur. Kollajen sayesinde cilde elastikiyet ve yalitim saglar. Bununla birlikte

ana damarlar da hipodermis tabakasinda yer alir.

2.2 Yara

Yara, viicuttaki normal biitiinliigiin herhangi bir etken tarafindan fiziksel hasara neden
olarak bozulmasidir. Yara tipleri; akut yaralar ve kronik yaralar olarak ikiye ayrilir. Akut
yaralar; genellikle travma ile olur, nedeni gecicidir, beklenenden kisa zamanda onarilir,
deri onarimi 6nleyen faktorlerin sayisi diisiiktiir ve deri onarmu sireklidir. Kronik yaralar
ise; iyilesmez veya uzun siirede iyilesir, yara olusumuna neden olan faktor sireklidir, deri
onarimint Onleyen ve onarim zamanmi arttiran ¢esitli etmenler vardir, diyabetik ayak,
vendz lilser, arteriyel iilser, kansere bagli iilserler, immiinolojik nedenli piyoderma

gangrenozum bu gruba girer (Sivrikaya ve Erdem, 2019).

2.3 Deride Yara Iyilesmesi

Vicudun tim doku ve organlarinda gergeklesir. Iyilesme prosesi, immunolojik ve
biyolojik sistemlerin beraber ¢alismasiyla meydana gelir (Attinger, 2006). Akut ve kronik
yaralarda esas asamalar1 ayniyken, yara iyilesmesinde rol oynayan bilesenler arasindaki
stre ve etkilesimler ayni olmayabilir. Doku hasarmin tetikledigi akut doku onarim

stirecleri birbiriyle baglantili dort fazdan olusur. Bunlar; Yaralanmanin ardindan meydana
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gelen hemostaz ve koagulasyon fazi, daha sonra influmatuvar faz, sonrasinda baslayan ve
yara iyilesmesinin ¢ogunu olusturan ¢ogalma fazi ve bir yil ya da daha uzun stren skar

dokusu olusumuyla sonuglanan yeniden sekillenme fazidir (Diegelmann ve Evans, 2004).

2.4 In situ Jel Sistemler

Sicakligin yukselmesinden etkilenen polimerler, in situ sistemlerin hazirlanmasinda
fazlastyla tercih edilir. Bu formulasyonda ideal kritik sicaklik, ortam sicakligi yani
fizyolojik sicakliktir. BOylelikle herhangi bir kimyasal reaksiyona ya da viicut diginda
herhangi bir dis 1s1 kaynagina ihtiyag duymadan basit bir mekanizma ile faz gecisi
gerceklesebilir. Sicakliga duyarli in situ jel sisteminde en yaygin tercih edilen polimerler
Poloxamer®, xyloglucan ve poly(N-isoprylacrylamide) tirevleridir. Son yillarda hasta
uyumu fazla olan dozaj formlarina talep yiikselmistir. Bu talep sonucunda in situ jel
sistemler son yillarda biiyiik 6nem elde etmistir. In situ jel olusturan sistemler, kararl
yapilarmi korurken uzun sireli etken madde salinimi elde etmeyi saglarlar. Bu sistemler
oda sicakliginda sivi haldeyken viicut sivilari ile temas ettiginde veya pH degisimleri
sonucu jel formuna doniisiirler. Formiilasyonlar, sicaklik, pH veya katyon kaynakli jel
haline gelirler. Konvansiyonel kontrollii salim formiilasyonlari ile karsilastirildiginda in
situ jel sistemleri, kolay Uretim slreci, basit uygulama, azaltilmis uygulama sayisi, hasta
uyumu artis1 ve kullanim rahathigi gibi avantajlara sahiptir. In situ jel sistemleri bir tir
mukoadhezif sistem olmasiyla beraber ¢cok kuvvetli jellerin gore sivi formda adsorpsiyon
bdlgesine rahatlikla uygulanabilmektedir. Etken madde, emilim alaninda siser, kuvvetli
bir jel olusturur ve etken maddenin kalma zamanini uzatir. In situ jellerin hazirlanmasinda
dogal ve sentetik polimerler kullanilir. In situ jel hazirlamada, pH ve/veya sicaklik
degisimi ve iyonik ¢apraz baglanma gibi degisik etkenlerin biri ya da kombinasyonu ile
elde edilebilir (Srividya, Cardoza ve Amin, 2001). In situ jeller, oral, okdler, nazal, rektal,

vajinal, intraperitoneal gibi farkli yollarla uygulanabilirler.

2.5 In situ Jellerde Kullamlan Polimerler

Istya duyarli doniistim sergileyen farkli farkli polimerler vardir. Kaynaklarina gore iki ana
gruba ayrilabilirler. Bunlar, dogal polimerler ve sentetik polimerlerdir. Seluloz, kitosan,
ksiloglukan, jelatin gibi polimerler ve bunlarm tiirevleri dogal polimerlere 6rnek olarak

verilebilir. Ideal bir 1s1ya duyarli sistem, oda sicakhiginda akiskan 6zellik gdsteren sivi



olmali, ancak viicuda uygulanmasinin ardindan jel formuna ge¢cmelidir (Ruel-Gariépy ve
Leroux, 2004). Bu formiilasyonlarda kullanilan polimer ¢ozeltisinin faz ayrigmasi igin
goriilen sicaklik, kritik ¢ozelti sicakligi olarak adlandirilir. (CST). Kritik ¢ozelti sicakligi
altinda (LCST), polimerler ¢6ziiniirken sicaklik LCST degerinin iizerine ¢iktiginda jel
olusumu baslar. Hidrofobik ve ¢oziinir olmayan hale gelirler. Polimer seviyesindeki
yiikseligle birlikte, hidrofobik polimer etkilesimleri daha ¢abuk oldugundan sol-jel gecis
sicakhig1 diiser (Jeong, Choi, Bae, Zentner ve Kim, 1999). Poloksamer 407'nin sulu
cozeltileri, formilasyon gelistirilmesinde tercih edilen 1s1ya duyarli 6zellikler icerir. Isiya
duyarl jellesme tersinirdir ve sol-jel gegis sicakligi ile ifade edilir. Bu sicakliktan diisiik
sicakliklarda formilasyon ¢6zelti halindedir, bu sicaklik degerinin Uzerinde jel haline
gelir. Sicaklik yiikseldikce, Poloksamer 407 molekiilleri miseller halinde toplanir. Bu
misellesme, hidrofobik propilen oksit bloklarinin dehidrasyonu nedeniyle olusur ve
jellesme surecini baslatir (Dumortier, ElI Kateb, Sahli, Kedjar, Boulliat ve Chaumeil,
2006). Miseller, dehidrate bir poli(propilen oksit) ¢ekirdegi ve hidratlanmis, sisen bir
poli(etilen oksit) dis kabugu olan kiire seklindedir. Yeterli polimer iceren numunelerde,
bu misellesmeyi jellesme izler. Jellesme, misellerin paketlenmesi olarak diistiniilebilir
(Juhasz, Lenaerts, Raymond ve Ong, 1989). Poloksamer 188, triblok kopolimerlerin ¢ok
dagilimli bir karigimidir. Her molekiiliin merkezinde hidrofobik poli(propilen oksit)
(PPO) blogu bulunur ve iki yaninda 2 hidrofilik poli(etilen oksit) (PEO) blok bulunur.
Geleneksel olarak ila¢ endistrisinde koplk giderici ajan, deterjan, dispersiyon ajani,

emulsifiye edici ajan, ¢ozinduruci ajan ve ilag dagitim araglarinda kullanilmaktadir.

2.6 Paramylon

Beta-1,3-glukanlar dogada yaygin olarak bulunur. Bitki hiicre duvar1 sentezinde 6nemli
bir rol alirlar. Beta-1,3-glukan, tek bir zarla ¢evrili, oldukca kristalli ve kompleks fibriler
depo karbonhidrat granilleri olarak sentezlenir. Elektron mikroskobunda, bu zar bir lipit
cift tabakasindan olusan normal bir biyomembran gibi gériinmektedir (Kiss, Roberts,
Brown ve Triemer, 1988). Paramylon, Euglena sp.'den elde edilen lineer bir polisakkarit
olan B-1,3-glukandir (Kiss, Roberts, Brown ve Triemer, 1988). Ozellikle, Euglena
gracilis’ten elde edilen Paramylon'un siilfatlanmis tiirevleri, anti HIV (insan immiin
yetmezlik virlst) aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir (Koizumi, Sakagami, Utsumi,

Fujinaga, Takeda, Asano, Yamamoto, 1993). Paramylon, lineer -1,3-glukandan olusan
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bir polisakkarittir. Euglena gracilis’ten elde edilir. Paramylon, FDA tarafindan bir gida
katki maddesi olarak onaylanmistir. Paramylonun oral uygulamasimin, bir antioksidan
mekanizma yoluyla sicanlarda CCl4'in neden oldugu akut karaciger hasarma karsi
koruyabilecegi kesfedilmistir. Paramylon, artritin klinik belirtileri ve ayrica lenfatik
dokulardaki IL-17, IL-6 ve IFN-y ve RA'nin rahatlamasi tizerindeki etkisini belirlemek
icin incelenmistir. Bu arastirmalar, paramylonun Gmit verici bir antioksidan ve
antiinflamatuar materyal oldugunu géstermistir (Yasuda, Ogushi, Nakashima, Nakano, ve
Suzuki, 2018).

Bu ¢alismada Euglena gracilis’ten elde edilen Paramylon kullanilarak istya duyarli bir in
situ jel formiilasyonu gelistirilmistir. Paramylon yara iyi edici ve antioksidan
ozelliklerinin yani sira elde edilmesinin diger beta-glukan tiirevlerine gore daha kolay,
ekonomik ve ¢evreye duyarli olmasi sebebiyle se¢ilmistir. Bu madde suda ve diger
solvanlarda ¢ozunirlik problemleri gostermektedir. Bu nedenle sogukta sonikasyon
uygulanarak, diisik sicaklikta akiskan yapidaki polimer karisimi ile homojen olarak
karistirtlmasi saglanmistir. Istya duyarl in situ sistem kullanilmasmin bir diger sebebi ise
yarali deriye uygulama kolaylig1 saglamaktir. Uygulama esnasinda akiskan yapida olan
formiilasyonun yarali deriye kolayca uygulanabilecegi, sistemin deri sicakligi olan
32°C’de jellesmesiyle kalig siiresinin artirilacagi diisiiniilmektedir. Tarafimizca yapilan
literatiir taramalarinda Paramylon kullanilarak {iretilen bir in situ sisteme rastlaniimamasi
calismamizin 6zgiin yanlarindan birini olusturmaktadir. Formiilasyonun saklanmasi
sliresince meydana gelen ¢okeltinin hasta uygulamadan énce hizli ve homojen bir sekilde
tekrar dagitilabilmesi i¢cin son ambalaj icerisinde karigtirmayi ve sonrasinda hastanin
yarali deriye uygulama yapmasini saglayacak prototip ambalaj tasarimi ii¢ boyutlu (3B)
yazici ile gerceklestirilmistir. Karistir, dok, uygula seklindeki {i¢ adimla, hastalarn,
formulasyonu kolayca yarali bolgeye uygulayabilmesini hedefledigimiz ¢alismamizin bir
diger 0zgiin yonii ise bu yenilik¢i ambalaj tasarimidir. Calismanin grafiksel 6zeti Sekil

2’de gosterilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kullanilan Maddeler ve Araglar

Kimyasal Ad1 Marka Kullanim Gerekgesi
Poloxamer 407 BASF Formilasyon Calismalari
Poloxamer 188 BASF Formilasyon Calismalari
Paramylon Sigma Aldrich Yara lyilestirici Etken
Madde
Ultra Saf Su Sartorius Arium 61.316 Ters | Formiilasyon Calismalari
Osmoz Sistemi Auriom Pro
Ultra Saf Su Sistemi
NaOH MERCK pH Ayarlama
HCL MERCK pH Ayarlama
DPBS(Dulbecco’s Sigma Aldrich Hicre Kultari
phosphate buffered saline)
MTS Promega Hicre Kultari
Fenazin metosulfat (PMS) | Sigma Aldrich Hicre Kultari
Cihaz Marka/Model Kullanim Amaci
pH Metre Thermo Scientific™ Orion EormUIasyonun pH
Star™ A121 Portable pH | Olgimi
Meter
Ultra Saf Su Cihaz1 Sartorius Arium 61.316 Ters | Formiilasyon Calismalar1
Osmoz Sistemi Aurium Pro
Ultra Saf Su Sistemi
Manyetik Karistirict ISOLAB 613.01.001 Formiilasyon Caligmalar1

Hassas Terazi

Mettler Toledo New
Classic ML204/01

Tartim
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Su Banyosu

DAIHAN - Digital General
Purpose Water Bath - WB
Series

Formiilasyon Caligmalar1

Cok Noktali Manyetik

Thermo Scientific™

Formiilasyon Caligmalar1

Karistiric Cimarec™ Telesystem
Multipoint Stirrers
Sonikator Bandelin SONOPULS HD | Formiilasyon Caligsmalar1
2070.2 Sonikator
Reometre TA Instruments HR-1 | Karakterizasyon
Discovery Hybrid | Caligmalari
Rheometer
Santrifij SIGMA 2-16KL Formiilasyon Caligmalari
Partikiil Biytikligii Malvern Zetasizer Formiilasyon Calismalar1

Temas Agisi

Biolin Scientific Attension
Theta Lite

Stabilite Calismalar1

Stabilite Kabinleri

Nuve

Stabilite Calismalar1

TPA TAXT  Plus  Texture | Karakterizasyon
Analyser Calismalar1
Mikroskop Zeiss Primo Star Binocular | Karakterizasyon

Microscope

Calismalar1

Hicre Kiltara

Dulbecco’s modified Eagle
medium, DMEM

Stabilite Calismalar1

Spektrofotometre

Varioskan Flash Multimode
Reader, Thermo

Stabilite Calismalar

Hicre Kiltara

GraphPad Prism 5.03 for
Windows Prism 5.03

[statistiksel Analiz

3B Yazici

Ultimaker S3

Ambalaj Calismalar1

Atomik
Mikroskobu(AFM)

Kuvvet

Bruker Dimension Edge

Karakterizasyon
Calismalar1

Tensiometre

Biolin Scientific, Attension
Theta Lite

Temas agic1 Ol¢limii
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3.2 YOontem

3.2.1. In situ jellerin hazirlanmasi

Farkli polimerler ve farkli oranlar ile hazirlanan formiilasyonlar Tablo 1’de
gosterilmektedir. Cikan sonuglar ve literatiir taramalar1 neticesinde formiilasyonun
Poloxamer 407 ve Poloxamer 188 karisimi ile hazirlanmasina karar verildi. Poloksamer
karigimiyla istenilen jellesme sicakligi elde edildi. Formiilasyonlar1 hazirlarken once
distile su +4°C’de 1 giin bekletildi. Ardindan belirlenen oranlarda tartilan Poloxamer 407
ve Poloxamer 188 soguk distile suya eklenip Vortex ile karistirildi. Tekrardan buzdolabina
koyulan drneklerdeki polimerler ¢oziindlkten sonra Paramylon eklendi. Sonikatdrde 10
dakika 5 cycle sonike edildi. Bu islem i¢in VS 70 T prob’u kullanildi. Hazirlanan 6rnekler
+4°C buzdolabinda saklandi. F1,F2 ve F3; F4 ve F5’in jellestigi sicakliklarda sivi karakter
gosterdi. Istedigimiz in situ jel 6zelligi sadece F4 ve F5 gosterdigi icin bu drnekler segildi.
F4 ve F5 hem paramylon igeren hem de paramylon igermeyen sekilde hazirlandi (Tablo
2).

Polimer Oran Sicakhk Sonug
Carbopol 0.50% 25°C Jel
Carbopol 1.50% 25°C Jel
Carbopol 2% 25°C Jel
Carbopol 2.50% 25°C Jel
Methocel K 100 M (HPMC) 1% 25°C S1v1
Methocel K 100 M (HPMC) 1.50% 25°C Jel
Kollidon VA 64 5% 25°C Stv1
Kollidon VA 64 10% 25°C Stv1
Kollidon VA 64 5% 32°C Stv1
Kollidon VA 64 10% 32°C Stv1
Kollicoat IR 5% 25°C Sivi
Kollicoat IR 10% 25°C Sivi
Kollicoat IR 5% 32°C Sivi
Kollicoat IR 10% 32°C Sivi
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Kolliwax S 3% 25°C Stvi iistiinde kiitle olustu
Kolliwax S 5% 25°C Stvi iistiinde kiitle olustu
Kolliphor P188 Geismar 10% 25°C Sivi
Kolliphor P188 Geismar 15% 25°C Sivi
Kolliphor P188 Geismar 10% 32°C Sivi
Kolliphor P188 Geismar 15% 32°C Sivi
Kolliphor P188 Geismar 10% 37°C Sivi
Kolliphor P188 Geismar 15% 37°C Sivi
Kolliphor P188 Geismar 20% 25°C Svi
Kolliphor P188 Geismar 25% 25°C Sivi
Kolliphor P188 Geismar 20% 32°C Svi
Kolliphor P188 Geismar 25% 32°C Svi
Kolliphor P188 Geismar 30% 25°C Sivi
Kolliphor P188 Geismar 35% 25°C Sivi
Kolliphor P188 Geismar 40% 25°C Sivi
Kolliphor P188 Geismar 30% 32°C Sivi
Kolliphor P188 Geismar 35% 32°C Sivi
Kolliphor P188 Geismar 40% 32°C Sivi
Poloxamer 407 13% 25°C Sivi
Poloxamer 407 15% 25°C Sivi
Poloxamer 407 18% 25°C Jel
Poloxamer 407 13% 32°C Sivi
Poloxamer 407 15% 32°C Kismi Jel
Poloxamer 407 18% 32°C Jel
Poloxamer 407 15% 37°C Jel
Poloxamer 407 18% 37°C Jel
Poloxamer 407 16% 25°C Sivi
Poloxamer 407 16.50% 25°C Kismi Jel
Poloxamer 407 16% 32°C Jel
Poloxamer 407 16.50% 32°C Jel
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Tablo 1: Farkli Polimer Denemeleri

% PLX 407 % PLX 188 % Paramylon
F1 20 15 -
F2 20 10 -
F3 20 5 -
F4 18 10 -
F5 15 10 -
F4 + Paramylon 18 10
F5 + Paramylon 15 10

Tablo 2: Farkli Oranlarda Poloksamer Karisim1 Denemeleri

3.2.2. Karakterizasyon ¢alismalan

3.2.2.1. In situ Jel Formiilasyonlarin Jelasyon Sicakhginin Saptanmasi

Paramylon i¢eren ve igermeyen formiilasyonlarmin jelasyon temperatiiriiniin saptanmasi
icin Thermo Scientific Haake Mars stres/hiz kontrollii reometre ile ¢alisilmistir. (TA
Instruments HR-1 Discovery Hybrid Rheometer). Analiz, 35 mm ¢apindaki ¢elik prob 0.1
mm sabit aralikla kullanilarak yapilmistir. Ol¢iim esnasinda sicaklik dakikada 2°C
yikseltilerek 20-50°C araliginda degistirilecek ve orneklerin bu sicakliklar arasindaki
viskozite (Pa.s), elastik modiil (G’), viskoz modiil (G") degerlerindeki degisimi
izlenmistir. Jelasyon sicakliginin belirlenmesinde viskozitenin belirgin olarak degistigi
bolge ve G™>> G" oldugu deger dikkate alinacaktir. Her 6rnek igin ¢alisma en az ii¢ kez

tekrarlanmustir.
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3.2.2.2. In situ Jel Formiilasyonlarin Akis Ozelliklerinin Tayini

Jel formilasyonlarin akis 6zellikleri 25°C ve 32°C’de reometre cihazi (TA Instruments
HR-1 Discovery Hybrid Rheometer) ile gerceklestirildi. Olciimler, 40 mm ¢apindaki celik
prob, 0.3 mm sabit aralik kullanilarak ve kayma orani 10-2000 1/s arasinda degistirilerek
yapildi. Kayma orani bu degerler arasinda degisirken 40 adet kayma gerilimi dl¢iimu

alind1. Her 6rnek i¢in ¢aligma en az li¢ kez tekrarlanmistir.

3.2.2.3. In situ Jel Formiilasyonlarin Osilasyon Cahsmalar

Jel formiilasyonlar1 reometre cihazi ile reolojik agidan incelendi. Caligmalar, 40 mm
capindaki ¢elik prob, 0.3 mm sabit aralik kullanilarak 32°C’de gergeklestirildi. Hazirlanan
formiilasyonlarin elastik modiil (G') ve viskoz modiilii (G") tespit edildi. Her 6rnek igin

calisma en az ii¢ kez tekrarlanmaistir.

3.2.2.4. In situ Jel Formiilasyonlarin Mekanik Ozelliklerinin Incelenmesi

Software kontrolli penetrometre (TA-XT Plus, Stable Micro System, UK) ile
gerceklestirilmesi  planlanan ¢alisma sonucunda elde edilecek kuvvet-zaman
grafiklerinden jel formiilasyonunun sertligi, sikistirilabilirligi, adezifligi, kohezifligi ve

elastikligi saptandi.

Test Parametreleri

* Prob: Perspex (10 mm ¢ap)

* Test 6ncesi probun hizi: 2.0 mm/s

* Test esnasinda probun hizi: 2.0 mm/s

* Test sonras1 probun hizi: 2.0 mm/s

* Hedef modu: Mesafe

* Probun filme batma mesafesi: 7.0 mm

* Probun ikinci batmadan 6nce bekleme siresi: 15.0 s

* Teste baglamak i¢in probun hissetmesi gereken kuvvet: 0.005 N
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3.2.25.pH

Her o6l¢iim 6ncesi pH metre pH’1 4.01 , 7.0 ve 10.01 olan standart tampon ¢ozeltiler
kullanilarak kalibre edilmistir. Kalibrasyon isleminden sonra Paramylon igeren ve
icermeyen formiilasyonlardan bir miktar behere almarak 3 tekrar olacak sekilde pH

Olgtimleri gergeklestirilmistir. Elde edilen pH degerleri kaydedilmistir.

3.2.2.6. Yapi Goriintiileme
3.2.2.6.1. Isik Mikroskobu
Zeiss Primo Star 1sik mikroskobu ile 25 °C ve 32 °C sicakliklarda mikroskop

goruntulemesi yapilmustir.

3.2.2.6.2. Atomik Kuvvet Mikroskobu

Paramylon kat1 partikiillerinin in situ jel i¢erisindeki dagilimlarmin homojenitesini gorsel
olarak incelemek amaciyla atomik kuvvet mikroskobu (AFM) analizi gergeklestirilmistir.
Bu amagcla 100 pL Paramylon iceren formiilasyon mikroskop camui tizerinde, laminar hava
akimi altinda kurutulmustur. AFM analizi OTESPA-R3 (Bruker, USA) probu
kullanilarak, tapping mode'da, 20x20 um'lik alan taranarak, 25°C’de ve 1 Hz tarama

hizinda gerceklestirilmistir.

3.2.2.7. Partikiil Biiyiikliigii
Paramylon iceren F5 formilasyonunun partikiil biyiikliigii dinamik lazer 1s1k sag¢ilimi

yontemiyle Malvern ZetaSizer Nano ZS kullanilarak 25°C’de belirlenmistir.

3.2.2.8. Temas Acisi

Paramylon’un Poloxamer karigimi ile 1slanabilirliginin analiz edilmesi amaciyla sessile
drop teknigi kullanilarak temas a¢isinin dl¢iilmiistiir. Sessile drop teknigi su islemlerden
olusur icerir. Damla olusturma; incelenen sivi, bir igne veya pipet ucu yardimiyla bir
ylzeye birakilir. Damla seklinde durma; damla, yercekimi ve yizey gerilimi etkisiyle
belirli bir sekilde yiizey tizerinde durur. Gorlntuleme ve Olgim; damlanin sekli ve
konumu, genellikle bir kamerali sistem yardimiyla goruntilenir. Bu gorintuler, temas

acis1 gibi cesitli yiizey 6zelliklerini belirlemek i¢in kullanilir.
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3.3. Paramylon’un Siispande Edilmesine Yo6nelik Testler

3.3.1. Cokme Hacmi

Paramylon iceren formilasyon hazirlandiktan hemen sonra 10 mL hacimdeki meziire
aktarilmustir. Baslangic hacmi (h0) ve 1 gun bekletildikten sonraki ¢okelti hacminin (hu)
birbirine oranlanmasiyla ¢okme hacmi belirlenmistir (Esitlik 1). Testler 25°C’de ve
formiilasyon siispansiyon halindeyken yapilmistir.

F_hu
" ho

Esitlik 1. Cokme hacmi formiilii
F= COkme hacmi
hu= Cokelti yiiksekligi
hO= Baslangi¢ yiiksekligi

3.3.2. Cokme Hiza
Hazirlanan taze 6rnekte Paramylon’un ¢6kmesinden dolay1 faz ayrismasinin meydana

geldigi siire belirlenmistir.

3.3.3. Tekrar Disperse Olabilme

3B yazict ile Tlretilen ambalaj icerisinde saklanan formiilasyonda Paramylon’un
cokmesine izin verildikten sonra ambalaj dahilinde bulunan mekanizma ile formilasyon
karistirilmig ve partikiil boyutu analizi yapilmistir. Sonuglar taze hazirlanan 6rnek ile

karsilastirilmistir.

3.4. 3 Boyutlu Ambalaj Tasarimi

Ambalajin kapak tasarimi Fusion 360-Autodesk programi kullanilarak yapilmustir.
Programde elde edilen tasarim Sekil 3’te gosterilmektedir. Tasarimin basilmasi i¢in
Ultimaker Cura programu kullanilmistir. Dilimleme yazilimi (Slicing Software) olarak

kullanilmastir.
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Sekil 3: 3 Boyutlu Ambalaj Tasarim Caligmalar1

3.5. Stabilite

Stabilite ¢alismalar1 i¢cin paramylon iceren formilasyonlarda pH, renk, koku, goriiniis,
viskozite ve jelasyon zamani parametreleri incelenmistir. Ornekler 4°C ve 25°C %60
relatif nemde stabilite kabinlerinde bekletilmis ve Ol¢iimler 3 tekrarli olacak sekilde

yapilmaistir.

3.6. In vitro Etkinlik Calismalan

3.6.1. Biyouyumluluk Testi

Hiicre canlilik testi L929 fare fibroblast hiicre hatt1 lizerinde yapilmistir. Hiicreler DMEM-
High Glucose, %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 L-glutamin, %0,1 Penisilin/streptomisin
iceren besi ortaminda T75 flaskta %5 CO2’li nemli 37°C’deki inkiibatorde kiiltiire
alinmistir. Hiicreler ¢ogaldiktan sonra tripsin/EDTA ile kaldirilarak 4 °C’de 1000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak yeniden siispanse edilmis ve hiicre sayimi
yapilarak 10° hiicre/mL konsantrasyonda olacak sekilde 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
ekilmistir. 1929 hiicreleri tutunduktan sonra in situ jel uygulanacak gézlere insert adi
verilen porlu (0,4 pm) PET membrana sahip kaliplar yerlestirilmis ve insert i¢ine in situ
jeller 200 pL olacak sekilde konularak %5 CO2’li nemli 37°C’deki inkiibatorde inkiibe

edilmistir. In situ jeller uygulandiktan 24, 48 ve 72. Saat sonrasinda Alamar hiicre canlilik
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testi uygulanmistir. Alamar soliisyonu serumsuz DMEM-High Glucose ortami igerisinde
%10 olacak sekilde eklenmistir. Hiicrelerin iizerindeki besi ortami ¢ekilmis ve yerine
alamarli besi ortami koyulmustur. Aliminyum folyo ile kapatilan kuyucuklu plaka
inkiibatore kaldirilmistir. 4 saat inkiibasyonun ardindan alamarli besi ortamlar1 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarina aktarilmis ve hiicrelerin lizerine taze besi ortami eklenmistir.

96 kuyucuklu kiiltiir kab1 spektrofotometrede 570-600 nm’de okutulmustur.

® &

Bir giin 6nceden L929 fare insert icerisinde plasebo insert icerisinde Paramylon igeren
fibroblast hiicreleri ekimi uygulanmasi in situ jel uygulanmasi

/

[l

Sekil 4: Hiicre kiiltliriine Paramylon igeren in situ jel uygulanmasi

3.6.2. Antioksidan Aktivite Tayini

Ug farkli konsantrasyon (0.1, 1, 10 mg/mL) olacak sekilde serum icermeyen besiyerinde
(Dulbecco’s modified Eagle medium, DMEM) paramylon igeren érnekler hazirlanmistir.
Hiicre canliligindaki degisimin tespiti amaciyla ¢alismada insan kortikal ndron hiicre hatt1
(HCN-2, CRL-10742) kullanilmistir. Hiicreler %10 sigir serum albtimini (FBS, Hyclone)
iceren Dulbecco’s modified Eagle besiyerinde (DMEM) (Life Technologies, Gibco BRL,
Grand Island, NY) 37 °C ve %5 COz %95 hava karisimli inkiibatérde gogaltilmistir.
Hiicreler %80-90 doluluk seviyesine gelince, her kuyucukta 5x10% hiicre bulunacak
sekilde, %2 FBS iceren DMEM i¢inde 96 kuyucuklu plakaya ekilmistir. 24 saat sonunda,

ti¢ farkli konsantrasyonda (0,1, 1, 10 mg/mL) hazirlanmis paramylon igeren 6rnekler ve
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paramylon icermeyen Ornek (placebo) hiicrelere uygulanip %5 CO2/%95 hava karisimli
inkiibatorde 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Ardindan H20, (250 M) 2 saat sire ile her
kuyucuga uygulanmistir. Uygulamalar sonunda hiicre canliligindaki degisimi
gozlemlemek igin MTS metodu kullanilmistir. Once 21 mL DPBS (Dulbecco’s phosphate
buffered saline) 1giktan korunan bir falkon tipun igine alinmistir. Ardindan 42 mg MTS[3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolyum],

inner salt; MTS' Promega, Madison, WI, ABD] reaktif tozu DPBS (stline eklenmistir.
MTS ¢Ozunene kadar karistirilmigtir. COzeltinin 6.0-6.5 pH araliginda bulundugu kontrol
edilmigtir. MTS c¢ozeltisi 0,2 um’lik filtreden gegirilerek sterilize edilmistir. Fenazin
metosiilfat (PMS, Sigma) soliisyonu hazirlamak amaciyla 0.92 mg/mL konsantrasyon
olacak sekilde DPBS icinde PMS reaktif tozu ¢ozdiiriilmiistiir. 2 mL MTS ¢Ozeltisi Ustline
100 uLL PMS ilave edilerek ¢alisma ¢6zeltisi hazirlanmistir. Son hacmi 200 pL hiicrelerin
oldugu 96 kuyucuklu plakadaki her kuyucuga 40 pL ¢alisma ¢ozeltisi eKlenmistir. Plaka
(37 °C ve %5 CO,) 95% neme sahip inkiibatorde yaklasik 3.5 saat inkiibe edilmistir.
Sonrasinda 490 nm’de spektrofotometrik (Varioskan Flash Multimode Reader, Thermo)
Olcim yapilmistir. Deney gruplarinda her bir grup en az (¢ tekrarla ¢alisgilmistir. TUm
istatistiksel analizler GraphPad Prism 5.03 for Windows Prism 5.03 (GraphPad Software,
San Diego, CA) bilgisayar yazilimiyla yapilmistir. Istatistiksel analizlerde coklu
mukayeselerde, ¢cok degiskenli varyans analizleri (tek yonli ANOVA) kullanilmistir.
Degiskenler arasindaki etkilesimlere Post-Hoc Test olarak Tukey’s testi uygulanmistir.
Ortalamalar arasindaki fark p<0.05 oldugu zaman istatistiksel yonden anlamli sayilmistir.

Sayisal degerlendirmelerde ortalama degerler ile standart sapmalar rapor edilmistir.

3.6.3. Yara lyilestirme Testi

Cizik testi HaCaT insan keratinosit hiicreleri ile yapilmistir. Hiicreler cogaltildiktan sonra
5x10° hiicre/mL konsantrasyonda olacak sekilde 24 kuyucuklu kiiltiir plakalarmna
ekilmistir. Hiicreler inkiibatére kaldirilmis ve hiicrelerin kuyucuk yiizeyini tamamen
kaplamas1 beklenmistir. Hiicreler kuyucuk yiizeyini kapladiktan sonra Ca*?, Mg*2
icermeyen PBS ile bir kere yikama yapilmigtir. Cizik 200 uL’lik mikropipet uglar1 ile
uygulanmistir. Ardindan tekrar PBS ile yikama yapilarak hiicrelerin {izerine besi ortami
eklenmistir. Insert adi verilen porlu membran iceren malzemeler jel uygulanacak

kuyucuklar {izerine yerlestirilmis ve 200 pL jel insert igerisine eklenmistir. Jel alt

20



katmandaki besi ortamu ile temas ettirilmistir. Hiicrelerin 1s1k mikroskobu goérintdleri O,
24, 42 ve 48. saatlerde alinmistir. Cizik mesafesi Image J programi ile 6l¢iilmiistiir.
Goruntiler Gizerinde yer alan dlgek ¢izgisi image J programina tanitilmig ardindan aradaki
mesafe pm cinsinden Sl¢tilmistiir. Her bir grup igin 6 tekrar yapilmis, ¢ekilen her
fotograftan en az 6 Ol¢iim alinmustir. Grafik ve istatistiksel analiz GraphPad Prisim

Programi ile yapilmustur.

4. BULGULAR
4.1 Karakterizasyon ¢alismalar

4.1.1 In situ Jel Formiilasyonlarin Jelasyon Sicakhiginin Saptanmasi

60
1) ns
50 M/
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s 4 i
» 307
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Grafik 1: Azalan Poloksamer 188 Konsantrasyonunun Jellesme Sicakligi Uzerine Etkisi

Azalan Poloxamer 188 konsantrasyonlarinda jellesme sicakliginda anlamli bir degisiklik
gorilmemistir (Grafik 1). Azalan Poloxamer 407 konsantrasyonlarinda jellesme
sicakliginda artig goriilmistiir (Grafik 2). Hazirlanan ¢esitli formiilasyonlarda 32 °C en
yakim jellesme sicakligi F4 ve FS5 te elde edilmistir. (F4: 29.1°C , F5: 33.9°C). F4 ve F5
yontem bolimiinde anlatildigi de paramylonla hazirlanmistir. Paramylon igeren ve

icermeyen formiilasyonlarin jellesme sicakliklar1 arasinda anlamli bir farklihik
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goriilmemistir (Grafik 3). 32°C’ye en yakin olan formiilasyon F5’tir. Bu nedenle ileri

asamadaki ¢aligmalar F5 Gizerinden ilerleyecektir.
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Grafik 2: Azalan Poloksamer 407 Konsantrasyonunun Jellesme Sicakligi Uzerine Etkisi
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Grafik 3: Poloksamer Orneklerine Paramylon Eklenmesinin Jellesme Sicakligi Uzerine
Etkisi
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4.1.2 In situ Jel Formiilasyonlarin Akis Ozelliklerinin Tayini

Paramylon igeren ve icermeyen F5 formiilasyonlarinin 25°C ve 32°C’deki viskozite
grafikleri Grafik 4°te gosterilmektedir. Ortam sicakligi arttik¢a viskozite yiikselmistir. 25
°C‘de formiilasyonlarin newtonian akis 6zelligi gosterdigi belirlenmistir. 32°C’de ise
viskozite egrilerine bakildiginda, viskozitenin 25°C’ye gore arttigi gorilmiistiir.
Paramylon ilavesiyle de formiilasyonlarm grafiklerinde anlamli bir degisiklik

goriilmemistir. Viskozitedeki artis literatiirle uyumludur (Acartiirk ve digerleri, 2007).

F5 25°C F5 32°C
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Grafik 4: Paramylon Igeren ve Igermeyen F5 Formilasyonunun Viskozite Grafikleri
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4.1.3 In situ Jel Formiilasyonlarin Osilasyon Cahsmalar
Osilasyon c¢aligmalar1 formiilasyonun akigskan halde oldugu 25°C’de ve jel formunda
oldugu 32°C’de gerceklestirilmistir. Formiilasyona paramylon ilavesiyle jel karakterinin

arttig1 gorilmistiir (Grafik 5).

F5 32°C
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Grafik 5: Paramylon Igeren ve Igermeyen F5 Formiilasyonunun Osilasyon Grafikleri
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4.1.4 In situ Jel Formiilasyonlarin Mekanik Ozelliklerinin Incelenmesi
Yontem kisminda 3.2.2.4 numarali bashkta belirtildigi gibi yapilan TPA analizleri Tablo

3’te gosterilmistir.

Formiilasyon = Sicakhk(°C) = Sertlik(g)+SS Sikistirilabilirlik(g.s)*SS = Adeziflik(g.s)+SS = KohezifliktSS = Elastikiyet+SS

F5-1 32 2.2548964 13.866 0.041279334 1.16950743 1.01017294
F5-2 32 2.2616951 13.706 0.040486154 1.03323874 1.00104822
F5-3 32 2.4022012 13.752 0.041290665 1.11677809 1.06016598
Ortalama 32 2.3062642 13.77484088 0.041018718 1.10650809 1.02379571
SS 32 0.0831534 0.082541308 0.000461248 0.0687124 0.03182628

F5+P-1 32 2.220903 13.899 0.040055571 1.050602 1.0061665
F5+P-2 32 2.1438512 13.225 0.038639179 1.04888388 0.98779247
F5+P-3 32 2.2798249 14.671 0.041290665 1.05716952 1.01037344
Ortalama 32 2.2148597 13.93155429 0.039995138 1.05221847 1.00144414
SS 32 0.068188 0.72353396 0.001326776 0.00437295 0.01200835

Tablo 3: Poloksamer ve Poloksamer-Paramylon karigsimlarinin TPA tablosu

4.1.5 pH
Paramylon i¢eren ve igermeyen formiilasyonlarin pH’lar1 ortalama 7,1 bulunmustur.

Paramylon’un pH iizerinde anlamli bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir.

pH F5 F5+Paramylon
1 7,16 7,11
2 7,10 7,10
3 7,11 7,08

Tablo 4: Poloksamer ve Poloksamer-Paramylon karigimlarinin pH tablosu
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4.1.6 Yap1 Goriintiileme
4.1.6.1 Isik Mikroskobu
Sekil 5’te paramylon igeren ve igermeyen formiilasyonlarin 25°C ve 32°C’deki 151k
mikroskobu goriintiileri goériilmektedir. Formiilasyonlarin beklendigi gibi oda sicakliginda

sol, 32°C jel yapisinda oldugu dogrulanmustir.

F5 + Paramylon

25°C
sol

Sekil 5: Farkl sicakliklarda etken madde iceren ve icermeyen 6rnek goriintiileri

4.1.6.2. Atomik Kuvvet Mikroskobu
Kurutulan 6rnegin AFM goriintiisii Sekil 6°da gosterilmektedir. Gorintudeki yikseltiler
Paramylon kati partikiillerini géstermektedir ve alanda homojen olarak dagildiklar1 gorsel

olarak tespit edilmistir.
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Sekil 6: Atomik Kuvvet Mikroskobu goriintisu

4.1.7. Partikil Biyiikligu
Paramylon i¢ceren F5 formiilasyonunun partikiil biiyiikliigii analiz sonuglar1 Tablo 5 ve

Grafik 6’da gosterilmektedir.

Dx(10) 0.446 um
Dx(50) 1.27 um
Dx(90) 2.81 um

Tablo 5: Paramylon igeren F5 formulasyonunun partikiil biiyiikliigii analiz sonuglari
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Grafik 6: Paramylon Iceren F5 Formilasyonunun Partikiil Boyutu Dagilim Grafigi

4.1.8. Temas Acisi

Yapilan analiz sonucu temas agis1 64.4° bulunmustur.

Sekil 7: Temas agis1 goriintiisii
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4.2. Paramylon’un Siispande Edilmesine Yonelik Testler

4.2.1 Cokme Hacmi
Yontem kisminda 3.3.1 numarali baglikta belirtildigi tizere gelistirilen formiilasyonun

¢okme hacmi hesaplamalari yapilmis ve 0.160 bulunmustur.

9.4 mL

Sekil 8: Cokme hacmi goruntusi

4.2.2. Cokme Hiza
Formilasyonda 6 saat sonunda faz ayrigmasmin basladigi, 24 saatte ise tamamen

gerceklestigi gozlenmistir.

4.2.3. Tekrar Disperse Olabilme
Paramylon iceren F5 formulasyonunun tekrar disperse olabilme analiz sonuglar1 Tablo 6

ve Grafik 7°de gosterilmektedir.
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Dx(10) 0.577 pm
Dx(50) 1.34 um
Dx(90) 2.67 um

Tablo 6: Paramylon iceren F5 formulasyonunun tekrar disperse olabilme analiz
sonuglar1

T T — T ™
10000 10.000,0

Size Classes (um)

Grafik 7: Paramylon Iceren F5 Formiilasyonunun Tekrar Disperse Olabilme Partikiil

Boyutu Dagilim Grafigi

4.3. 3 Boyutlu Ambalaj Tasarimi

Gelistirilen formiilasyon tipine uygun olarak tasarlanan ambalaj Sekil 9°da gosterilmistir.
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Sekil 9: Ambalaj tasarimi

4.4. Stabilite

Stabilite kabinlerinde bekletilen Orneklerin Ol¢iim sonuglar1 asagidaki tablolarda

verilmektedir.

4.4.1 pH:

2 ay sureyle stabilite kabinlerinde bekletilen drneklerin pH’larinda anlamli bir degisiklik

gbzlenmemistir (Tablo 7).

Ortalama pH
4°C Baslangic 7,10
4°C 1. AY 6,89
4°C 2. AY 6,92
25°C Baslangig 6,78
25°C 1. AY 6,72
25°C 2. AY 6,70

Tablo 7: Stabilite kabinlerinde bekletilen 6rneklerin pH degerleri
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4.4.2. Fiziksel Ozellikler

2 ay siireyle stabilite kabinlerinde bekletilen 6rneklerin renk, koku ve goriiniislerinde

herhangi bir degisiklik gozlenmemistir.

4.4.3. Viskozite:

2 aym sonunda 25°C’de saklanan formiilasyonun viskozitesinde belirgin bir diisiis

gbzlenmistir. Viskozitede yasanan bu diisiis formiilasyonun 25°C’de kararli bir yap1

gostermedigini ifade etmektedir. Bu nedenle formilasyonun 4°C’de saklanmasi

gerekliligine karar verilmistir (Tablo 8).

Ortalama Viskozite
(Pa.s) (25°C)
4°C Baslangig 0.266
4°C 1. AY 0.227
4°C 2. AY 0.292
25°C Baslangig 0.276
25°C 1. AY 0.301
25°C 2. AY 0.154

Tablo 8: Stabilite kabinlerinde bekletilen érneklerin ortalama viskozite degerleri

4.4.4 Jelasyon sicakhg:

2 ay sureyle stabilite kabinlerinde bekletilen drneklerin jelasyon sicakliklarinda anlaml

bir degisiklik gézlenmemistir (Tablo 9).
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Ortalama jelasyon
sicakhgi (°C)
4°C Baslangig 32.6
4°C 1. AY 32.8
4°C 2. AY 32.1
25°C Baslangig 32.0
25°C 1. AY 31.2
25°C 2. AY 31.4

Tablo 9: Stabilite kabinlerinde bekletilen 6rneklerin ortalama jelasyon sicakligi

4.5. In vitro Etkinlik Cahsmalar:
4.5.1 Biyouyumluluk Testi

degerleri

Biyouyumluluk testlerinde ¢ikan sonuglar Grafik 8’de gésterilmistir. Hiicre canliligi, 10

mg/mL paramylon iceren ve icermeyen (placebo) formilasyonlarda 1SO 10993-5’e gore

sitotoksik sinir kabul edilen %70’ten fazla ¢ikmustir.
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BEm 24s
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Grafik 8: 24-72 Saat Araliginda Farkli Gruplarin Hiicre Canliliginda Meydana Gelen

Degisimler
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4.5.2. Antioksidan Aktivite Tayini

Hiicreler iizerinde oksidatif stres olusturdugu bilinen H2O, uygulamasi sonrasi hiicre
canliligt %64’e¢ dismiistiir. H.O> ¢esitli konsantrasyonlarda paramylon igeren
formiilasyonlarla birlikte uygulandiginda 10 mg/mL paramylon igeren formiilasyonda

hiicre canliligi %73 olarak tespit edilmistir (Grafik 9).

100
3%k %k ok 3k
5 801 | = H,0;
= = Plasebo
S 607 —_ B3 0.1 mg/mL
o 1 mg/m
S 401 3 1 mg/mL
- = 10 mg/mL
2 201
D-

Grafik 9: Cesitli Dozlarda Paramylon igeren Formiilasyonlarm Antioksidan Aktivite

Sonucu Hiicre Canliligina Etkisi

4.5.3. Yara lyilestirme Testi
Yapilan ¢izik testinde 42. saatte kapanmaya baslayan Paramylon igeren in situ jel
uygulanmis grup tam kapanmayi 48. saatte gostermistir. Paramylon igermeyen in situ jel

iceren grupta ise kapanma olmamustir (Sekil 10).
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in situ jel
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Sekil 10: Cizik testi sonuglar1

35



5. TARTISMA

5.1 Karakterizasyon Calismalari

Oncelikle jellesme sicaklig1 ve zamani incelenmistir. Jelasyon sicakliginin bazi kriterleri
karsilamas1 gereklidir. Ciinkii jelalesme sicakligi yiiksek oldugunda, formilasyon
uygulandig1 viicut bolgesinde jel haline gelemez. Boylece kaliciligi azalir. Bununla
bereaber aktigi i¢in kayip fazla olur. Diisiik jellesme sicakligi ise formiilasyonun oda
sicakliginda jel haline gelmesine sebep olarak formiilasyonu kisitlayarak hazirlanma
amacindan uzaklagmasina neden olur (Karavana, Rengber, Ay Senyigit ve Baloglu, 2012).
Hazirladigimiz formiilasyonun jelasyon sicakligi 32°C’dir. Boylece istenilen sekilde
jelasyon sicakligi oda sicakligmin 0Uzerindedir ve formiilasyonun kullanimini
kolaylastirmaktadir. Ek olarak jelasyon sicakligi ¢ok yiiksek olmadigi i¢in deriye temas
ettiginde jelleserek istenilen etkiyi saglayacaktir. Sonuglar literattirle uyumludur (Aksu,
Yozgath, Okur, Ayla, Yoltas ve Okur, 2019). Formulasyona, etken madde olan paramylon

ilave edildiginde jellesme sicakliginda herhangi bir degisiklik olmamuistir.

Genellikle Newtonian tipi akiskanlar diisiik molekiil agirlikli maddelerin bulundugu
sivilardir. Ornek olarak, su, hafif ham petrol, organik ve inorganik sivilar ve erimis
metaller 6rnek olarak verilebilir. Newtonian akis gosteren bir sivida, kayma gerilimini
sabit sicaklik ve basingta kayma hiziyla dogru orantilidir. Sabit orant1 akigkanin dinamik
viskozitesi olarak belirtilebilir (Islam ve Hossain, 2020). Hazirladigimiz formiilasyon 25
°C’de de bu 6zelligi gostermektedir. 25°C’de bu 6zelligi gostermesi saklama agisindan
avantajdir. Ancak bizim i¢in 6nemli olan deriye temas ettiginde gosterdigi davranistir.
32°C’deki viskozite egrilerine bakildiginda formiilasyonun viskozitesi 25°C’ye gore

artmistir. Dolayisiyla formiilasyon bu sicakliklarda amaglandigi gibi jel haline gelmistir.

Sicakliga duyarl jellerle gergeklestirilen akis caligmalarinda, yapilan rotasyonel hareket
sebebiyle sistemde pargalanma meydana geldigi, bu sekilde de sistemin daha akigskan
durum gosterdigi hakkinda ¢alismalar mevcuttur (Deasy ve Quigley, 1991). Bu yizden
caligmalarda jelin pargalanmadigi, biitiinliiglinii korudugu diisiik osilasyon ag¢ismnin
kullanildig1 osilasyon deneyleri yapilmistir. Osilasyon analizleri esnasinda formilasyona
iligkin elastik ve kayip modiil profilleri belirlenmektedir. Elastik modiil, iiriiniin katiya

benzer 6zelliklerini ifade eder. Stoklanan enerji degeridir. Elastik modil, formtlasyonun
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akici oldugunda azdir, sicaklik artisi ve formiilasyon jel haline gelerek yogunlugunun
artmasiyla bariz bir artma sergilemektedir (Jones, Woolfson ve Brown, 2000). Osilasyon
caligmalar1 bittiginde iki farkli deger elde edilir. Bunlardan ilki elastisitenin 6lglst olan
depo modiilii G', ikincisi ise viskoz yapiyr gosteren G” kayip modiilidiir. Yiiksek
konsantrasyondaki polimer ¢6zeltilerinde polimer zincirleri arasinda girisim meydana
gelmektedir. Sayet bu karigik zincirlerin birbirlerinden ayrilmasi amaciyla gerekli zaman
olursa, gergeklestirilen osilasyon galismalar1 neticesinde viskoz modul, elastik modulden
daha yiiksek degerlere ulasmaktadir (G">G’). Sayet zincirlerin agilmasi amaciyla gerekli
sire taninmazsa G">G” meydana gelir ve bu, polimerin kati benzeri bir Kkarakter
gosterdigini ifade eder. Yapisal acidan kati sekile benzedikge uygulanan osilasyon
sikligina bagimlilik da azalir (Ikeda ve Nishinari, 2001). Grafik 4’te jel formulasyonunun
32°C’de osilasyon sikligiyla baglantili sekilde meydana gelen degisimi gozlenmistir.
Butiin reolojik 0Ozelliklere bakildiginda, 32°C’de formilasyonunun jel karakter

gostermistir.

In situ jellerin mekanik 6zelliklerini belirlemek icin, TPA analizinin gergeklestirilmesi ve
sonuglarinin g6zden gegirilerek kullanilacak olan polimer tipinin ve oraninin belirlenmesi

literatrde oldukca fazla goralir (Jones, Lawlor ve Woolfson, 2003).

Calismada hazirlanan in situ jellerin sertlik, sikistirilabilirlik, adeziflik, koheziflik, ve
elastikiyet gibi mekanik 6zellikleri TPA ile bakilmistir. Cikan sonuglara Tablo 3’te yer

verilmistir.

Sertlik, formilasyonun uygulanabilirligi i¢in dikkat edilmesi gereken unsurdur. Jelin
deformasyonunu gergeklestirmek i¢in uygulanmasi gereken gucii anlatmaktadir. Sertlik;
jellerin, istenilen bolgeye uygulanabilirligini tamimlar. Istenilen jel sertlik degerinin,
deriye kolaylikla uygulamak i¢in diisikk ¢ikmasi hedeflenir (Jones, Woolfson ve Djokic,
1996). Literatiir incelendiginde sertligin 2.52+0,03 N ile 0.09 N arasinda oldugunda jel
formulasyonun deriye uygulanabilecegi goriilmektedir (Jones, Woolfson ve Djokic,
1996). Gelistirdigimiz paramylon igeren ve i¢ermeyen formiilasyonlarimizin sertlik
degerleri bu referans degerler arasinda olup yara iyilesmesine destek olarak rahatlikla

deriye uygulanabilecektir.
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Sikistirilabilirlik, belirli bir uzaklik suresince iriiniin sikistirilabilmesi igin istenen isi
ifade etmektedir. Sikistirilabilirlik, jel formilasyonunun ambalajdan alinabilme ve
uygulama bdlgesinde kolay yayilabilme 6zelligini gosterir. Jeli, ambalajindan rahatca
alabilmek ve uygulanan bolgeye basitce yayilabilmesi i¢in sikistirilabilirlik degerinin
diisiik olmasi istenir. Polimer karigimina paramylon ilavesiyle sikistirilabilirlik degerinin
cok da degismedigi gozlemlenmistir. Gelistirdigimiz paramylon igeren in situ jellerin
sikistirilabilirlik  degerlerinin  ortalamast  13.93+0.72’dir. Bu deger jelin deriye
uygulanabilmesi i¢in yeterince disiiktiir. Bu da gelistirilen jelin bu agidan yara

tyilesmesine destek amaciyla kullanilabilecegini gostermektedir.

Adezif 6zellik formilasyonun biyoadezifligi acisindan gostergedir ve iriiniin cihazin
probundan ayrilmasi i¢in gerekli olan islemin hesaplanmasiyla tarif edilmektedir (Jones,
Woolfson ve Djokic, 1996). Sonuclar incelendiginde; butiin formilasyonlar, adeziflik
acigindan birbirine anlamhi derecede yakin sonuglar vermistir. Kullanilan polimerin
viskozitesi son formiilasyonun adezifligini 6nemli 6lclide etkiler. Diistiik viskoziteli

polimerler kullanildiginda adeziflik degeri diisiik olmaktadir.

Kohezyon, jelin uygulanmasinin ardindan yapisal olarak tekrar eski durumuna gelmesinin
Olclsiinu ifade etmektedir. Sayet jelin bilesimindeki polimerlerin kendi molekillerini
cekme glcl fazlaysa kohezifligi de fazladir. Bu durum, jelin uygulanacagi alanindaki
gucund yukselten unsurlardan biridir. Kohezifligin yiiksek olmasi, jelin uygulanmasimin
ardindan tam bir yapisal geri doniisimii gerceklestirir. Kohezifligi fazla olan jel deriye
uygulanmasmin ardindan jel halini uzun siire muhafaza eder (Baloglu, Karavana, Ay
Senyigit ve Giineri, 2010). Paramylon igeren formiilasyonun koheziflik degeri
1.05+0.004’tiir. Bu deger literatiirdeki benzer ¢alismalarla kiyaslandiginda koheziflik
acisindan formiilasyonun basarili oldugunu gdstermektedir (Okur, Yozgath, Senyigit,

2020).

Elastikiyet, bozunmus sistemin ilk durumuna dénme giictiint ifade etmektedir. Bu degerin
diisiik olmasi, elastikiyetin fazla oldugunu gosterir (Jones, Woolfson ve Djokic, 1996).
Yuksek elastikiyet 6zellikleri olan formilasyon, uygulama alanindaki kalis zamanini
yikselterek kontrollii ve uzun siireli bir salim gerceklestirmektedir (Andrews, Gorman ve

Jones, 2005). Polimer karigimina paramylon ilavesiyle elastikiyet degeri diismiistiir. Yani
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elastikiyet artmistir. Bu durum uygulama bolgesine yayilim agisindan pozitif bir
durumdur. Paramylon iceren formiilasyonun elastikiyet degeri 1.001+0.012’tir.
Literatiirdeki benzer ¢aligmalar incelendiginde in situ jellerin elastikiyet degerlerinin
ortalamasi yaklasik 1 civarindadir (Okur, Yozgatl, Senyigit, 2020). Bu sonuglardan

hareketle gelistirdigimiz formiilasyonun elastikiyet degeri deride kullanima uygundur.

Temas agisinin 90°’den diisiik olmasi Paramylonun Poloxamer karigimu ile 1slanabilir
oldugunu gostermektedir. Formiilasyonun temas agis1 64.4° olarak tespit edilmistir. Cikan

deger Paramylon’un Poloxamer karigim ile 1slanabilirligi agisindan uygundur.

5.2. Paramylon’un Siispande Edilmesine Yonelik Calismalar

Formiilasyonun ¢okme hacmi 0,160 bulunmustur. Bu tip formulasyonlarda ¢okme
hacminin I'den kii¢iik olmasi istenir (Higuchi, 1958). Bu deger 1’den biiyiik ¢ikarsa,
¢cokme hacmi, stispansiyonun baslangi¢c hacminden daha buyuktir ve bu durum tedavide
kullanimlar1 kisitlar. Bu sonuglar 151ginda gelistirdigimiz formiilasyonun ¢6kme hacmi
degeri literatiirde istenen kritere olduk¢a uygundur ve hedefledigimiz sekilde yara

tyilesmesine destek olarak kullaniminda sakinca yoktur.

Butun stispansiyon sistemleri, bekletilince fazlarina ayrilir. Cokme hizmnin azaltilmasi ve
cOken partikiillerin basitce tekrar siispande olabilmesi amaglanmalidir. Ideal bir
slispansiyonda partikiillerinin esit dagilmasi ve ¢okmemesi veya ¢okme hizinin ¢ok yavas
olmasi hedeflenir. Cokme hizi, viskozite ile ters orantilidir. Hazirladigimiz formiilasyonda
6 saat sonunda faz ayrismasinin baslayip, 24 saatte ise tamamen faz ayrismasi

gozlemlenmesi hedeflenen siireler agisindan uygundur.

5.3. 3 Boyutlu Ambalaj Tasarimi
Yar1 kat1 preparatlarin ambalajlanmasinda {iriiniin ambalajdan kolaylikla ¢ikabilmesi
onemli bir kriterdir. Ilacin ambalajlanmas sirasinda iiriiniin optimum viskozite degerinde

olmasi ve uygun akis 6zelligi gostermesi gerekir.

Plastikler, molekul kitlesi yuksek ve polimer yapidadirlar. Disiik agirliga sahip olduklari
icin hem lojistik acidan ve hem de hastalarin tasimasi ac¢isindan oldukca avantajhidirlar.
Kolayca sekil verilebilmeleri, yiiksek kalitede hazirlanabilmeleri ve kirilmaya kars

dayanikli olmalar1 ambalaj malzemesi olarak kullanimlarimi cazip kilar.
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3B baski teknolojisi ilave tretim olarak isimlendirilir ve materyalleri katman katman ilave
ederek, farkli pek ¢ok sekil ve boyutta nesneler meydana getirir (Shahrubudin, Lee ve
Ramlan, 2019). Nesnelerin bilgisayar destekli tasarim yazilimi araciligiyla meydana
getirildigi bu teknolojinin, zaman iginde farkli endiistri kollarinda kullanimi

yaygmlasmustir (Trenfield, Awad, Goyanes, Gaisford ve Basit, 2018).

3B yazicilarin kullanimimnin bu kadar fazla olmasi ve slratle yayilmasinm belki de en
onemli nedeni klasik metotlara gore pratik olmasi ve bu yontemlerle meydana
getirilemeyecek sekle sahip materyallerin Uretimine kisa siirede ve basit bir sekilde imkan

vermesidir. Bu sekilde tiretim maliyetleri de diisiirmektedir.

Bu bilgiler 1s18inda gelistirdigimiz formiilasyonun saklanmasi i¢in en uygun sekle sahip

ambalaj formunu 3B yazici kullanarak plastik materyalle tasarladik.

Sonug olarak gelistirilen ambalaj ile lojistik, maliyet, iiretim kolaylig1 ve hasta kullanim1

acisindan en uygun ambalaj1 gelistirmis olduk.

5.4. Stabilite

Stabilite deneyleri buzdolabinda 4°C'de ve stabilite kabininde 25 £ 1 °C %60 nemde 2 ay
stire ile gergeklestirildi. Formulasyonlar her ay periyodik olarak analiz edildi ve 2 ay
boyunca 4°C’de pH, goriiniis, viskozite, jellesme sicakligi degerlerinde kayda deger bir
degisiklik olmadigi tespit edildi. Bu durum, formilasyonun 4°C’de stabil oldugunu ortaya

koymustur.

Paramylon ilavesi yapilan in situ jellerin pH degerleri Tablo 4’te gosterilmistir.
Literatiirde yara iyilestirme amaciyla gelistirilen in situ jeller i¢in 5.32-7.669 pH araliginin
uygun oldugu bildirilmistir (Okur, Ayla, Batur, Yoldas, Gen¢ ve digerleri, 2019). Bu
sebeple formiilasyonun pH’1 yaraya uygulamak i¢in uygun bulunmustur (Aksu, Yozgatli,
Okur, Ayla, Yoltas ve Okur 2019).
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5.5. In vitro Etkinlik Calismalar:

Paramylon iceren formilasyonun L929 fare fibroblast hicreleri Uzerinde toksik
olmadigini, hiicre ¢ogalmasimi destekledigini ve formiilasyona Paramylon ilavesiyle de
hiicre canliligmin istenen diizeyde oldugu goriilmiistiir. Biyouyumluluk testlerinde ¢ikan
sonuglarda hiicre canliligi, paramylon iceren formulasyonda sitotoksik sinir kabul edilen
%70’ten fazla ¢ikmistir. Bu da, Paramylon igeren formiilasyonlarin yara tedavisinde

kullanim i¢in optimal biyouyumluluga sahip oldugunu gostermektedir.

Kontrolsiiz inflamasyon, yara onarimini engelleyen 6nemli bir faktordir. Kontrolsiz
inflamasyonun azaltilmasi, yara iyilesmesini onemli 6lgiide hizlandirabilir. ROS'un
yuksek seviyeleri, yara enfeksiyonuna dnemli 6lgiide katkida bulunur. Cinki ROS, lipit
peroksidasyonu yoluyla yara iyilesmesini engeller. Bu nedenle antioksidan materyallerin
gelistirilmesi yara onarimi alaninda giincel bir konudur. Bugiine kadar bitkilerden
ekstrakte edilen polisakkaritlerin, mantar polisakkaritlerinin ve alg polisakkaritlerinin
etkili ROS azaltic1 olduklar1 gosterilmistir. Yara onarimi alaninda Paramylon’un ciltle
dogrudan temasi halinde antioksidan etki gosterip gostermedigi arastirilmamistir. Bu
nedenle paramylon i¢eren ve icermeyen formiilasyonlarm serbest radikalleri temizleme ve
ROS'u azaltma gibi antioksidan etkilerini arastirdik. Cikan sonuglar 1s18mnda
Paramylon’un bu dozda H2O2’nin olusturdugu oksidatif stresi anlamli bir sekilde
engelledigini ve dolayisiyla istenen diizeyde antioksidan aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. H2O», farkli konsantrasyonlarda paramylon igeren formilasyonlarla birlikte
uygulandiginda 10 mg/mL paramylon iceren formiilasyonda hiicre canliligi %73 olarak

tespit edilmistir.

Cizik testi sonuglarma goére Paramylon igeren in situ jel, kontrol grubuyla kiyaslandiginda
kapanma net bir sekilde goriilmiistiir. Yapilan ¢izik testinde yara, Paramylon igeren in situ

jelle 42. saatte kapanmaya baslamistir. Tam kapanma ise 48. saatte gdozlemlenmistir.

Bu durum da formulasyonun, antioksidan etkisinin yani sira yara iyi edici olarak da
kullanilabilecegini gostermistir. Antioksidan ozelliklere sahip olan ve yara iyilesmesini

destekleyen Paramylon’un, yara onarimini alaninda popiiler hale gelmesi beklenmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, paramylon yukli in situ jellerin topikal kullanim igin potansiyeli
degerlendirildi. Bu formiilasyonlar deneysel olarak incelendi ve basariyla optimize edildi.
Paramylon iceren in situ jellerin, soguk yontemle basariyla hazirlanabilecegi goriilda.
Tim formiilasyonlarin goriiniis, pH ve jellesme siiresi istenilen dizeyde gozlemlendi.
Ayrica jelin 4°C’de 2 ay stabil kaldigi goriildi. Bu sonuglar formilasyonun yara
iyilesmesinde kullanilabilecegini gdsterdi. Sonug olarak, bu ¢aligma paramylon yukli in
situ jellerin yara iyilestirici olarak topikal uygulanmasi i¢in yeni bir pencere acabilir, yara
tyilesmesinde geleneksel dermal kremlere gore uygulanma kolayligi1 ve uygulandigi

bolgede jelleserek daha kalici olmasi sebebiyle iyi bir alternatif olabilir.

Calismada yapilan paramylon iceren formiilasyonlarm; deride gorilen yaralarin
iyilesmesinde aktif olarak yararlanilabilen, hastalarm tedaviye uyumunu ve hayat
kalitesini yukselten, ilag endustrisinde tercih edilen konvansiyonel Griinlerin yerine
kullanilabilecek formiilasyonlar olmasi amaglanmistir. Yara tedavisinde topikal
uygulanan paramylon ilave edilmis in situ jel ilk kez bu ¢alismada yapilmistir. Ayrica,
Tiirkiye Ila¢ Piyasasinda paramylonun yara iyilestirmesinde topikal olarak kullanilan
Urlini olmamasidan 6tiirti, ¢alismamin literatiire ve ila¢ endlstrisine faydali olacagi
ongoriilmektedir. Bu ¢alismada yara iyilesmesi i¢in topikal olarak kullanilan paramylon
iceren in situ jel formiilasyonlar1 basarili bir sekilde yapilmistir. BUltiin formilasyon
calismalarinin kendisine has karakterizasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir ve optimum
formilasyonlar belirlenmistir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalariyla belirlenen formiilasyonlarin
biyouyumlu oldugu gozlemlenmistir. Gergeklestirilen in vitro yara iyilestirici etkililik
denemeleri neticesinde, formilasyonun yara iyilestirici 6zellik gosterdigi belirlenmistir.
Sonucta, yukarida ifade edilen formilasyonun, in vitro karakterizasyon ve yara iyilestirme
etkisi denemeleri dikkate alindiginda; yara iyilesmesi i¢in ila¢ piyasasinda kullanilan
geleneksel preparatlara alternatif olabilecegi ongorilmektedir. Ozellikle in vitro yara
iyilestirme etkisi ¢alismasi gergeklestirilen ve hasta tarafindan kullanilmasi basit olan
formiilasyonunun kullanilmas ile hasta uyuncunun yiikselecegi diistiniilmektedir. Ayrica

etkili bir sekilde yara iyilesmesini hizlandiracagini 6ngorilmektedir.
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