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OZET

Herpes simpleks viriisii (HSV) enfeksiyonlari, diinya genelinde en yaygin
enfeksiyonlardan biri olarak kabul edilmekte ve 6nemli bir saglik sorunu olusturmaktadir.
HSV enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan en yaygin yontem, topikal antiviral
ilaglarin uygulanmasidir. Bunlarin basinda, viral DNA polimeraz enzimlerini inhibe

ederek viral replikasyonu durduran asiklovir ve tiirevleri gelmektedir.

Aragtirmalar, dogal bitki Ozlerinin, Ozellikle fenolik bilesenlerin ve
flavonoidlerin, HSV'ye kars1 antiviral aktivite gosterebilecegini ortaya koymustur. Bu tiir
dogal bilesenlerin, hem mevcut antiviral ilaclara kars1 direng gelisimini engelleyebilecegi

hem de daha genis spektrumlu antiviral etkiler sunabilecegi diistiniilmektedir.

Nanoemiilsiyonlar, ila¢ molekiillerinin taginmasinda kullanilan, mikron alt1 boyut
araliginda bulunan kolloidal sistemlerdir. Nanoemiilsiyonlar, kiigiik damlacik boyutlar
sayesinde yiiksek ylizey alani sunar, bu da ilacin ¢oziiniirliigiinii ve emilimini artirabilir.
Nanoemiiljel, nanoemiilsiyon ve jel kombinasyonudur. Nanoemiiljeller, ilaglarin cilt

tizerinden kontrollii ve hedeflenmis bir sekilde iletilmesini saglamak i¢in kullanilir.

Bu tez ¢alismasimin temel amaci, HSV viriisii (uguk) {izerinde etkili olabilecek
antiviral aktiviteleriyle bilinen ¢esitli bilesenler igeren biberiye yagi ile topikal
nanoemiiljel formiilasyonlarinin gelistirilmesidir. Bu formiilasyonlarin gelistirilmesiyle,
HSV enfeksiyonlariin tedavisinde dogal wve etkili bir alternatif saglanmasi

hedeflenmektedir.

Formiilasyonlar ilk olarak ultrasonikasyon yontemi kullanilarak nanoemiilsiyon
formda hazirlanmstir. Ikinci asamada dogal bir polimer olan ksantan zamki (1:1 a/a) ile
karigtirilarak nanoemtiljel forma donistiiriilmiis ve karakterizasyon caligmalari

yapilmistir.

Calismada test edilen madde diliisyonlariin (Y ve P) hiicreler {izerinde 6ldiiriicii
[Letal doz (LD)] oldugu goriilen aralik degerleri hepsinde 1/500>LD(n)>1/1500 olarak
belirlenmistir. Yapilan analiz hesaplamalar1 ve mikroskop altindaki degerlendirmeler
sonucunda antiviral ¢alisma konsantrasyonunun 1/2000 diliisyonunda olmasina karar
verilmigtir. Yapilan ¢aligmada antiviral etkinligi gosteren miktar 1/2000 dir ve IC50

degerinden daha fazla antiviral etkinlik sergilemektedir.
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ABSTRACT

Herpes simplex virus (HSV) infections are considered among the most common
infections worldwide and pose a significant health issue. The most common method used
in the treatment of HSV infections is the topical application of antiviral drugs. Foremost
among these are acyclovir and its derivatives, which inhibit viral DNA polymerase

enzymes and halt viral replication.

Research has shown that natural plant extracts, particularly phenolic compounds
and flavonoids, can exhibit antiviral activity against HSV. These natural compounds are
thought to prevent the development of resistance to existing antiviral drugs and offer

broader-spectrum antiviral effects.

Nanoemulsions are colloidal systems in the submicron size range used for drug
delivery. Due to their small droplet size, nanoemulsions offer a high surface area, which
can enhance drug solubility and absorption. A nanoemulgel is a combination of a
nanoemulsion and a gel. Nanoemulgels are used to deliver drugs through the skin in a

controlled and targeted manner.

The primary aim of this thesis is to develop topical nanoemulgel formulations
containing rosemary oil, which is known for its antiviral activity against HSV (cold
sores). By developing these formulations, the goal is to provide a natural and effective

alternative for the treatment of HSV infections.

In the first stage, the formulations were prepared in the form of nanoemulsions
using the ultrasonication method. In the second stage, the nanoemulsions were converted
into nanoemulgels by mixing with the natural polymer xanthan gum (at ratios of 1:1,

w/w), and characterization studies were conducted.

In the study, the lethal dose (LD) ranges of the tested substance dilutions (Y and
P) on cells were determined to be between 1/500 > LD(n) > 1/1500. Based on analytical
calculations and microscopic evaluations, the concentration for antiviral studies was
determined to be at a 1/2000 dilution. The amount that demonstrated antiviral activity in

the study is 1/2000 and exhibits greater antiviral efficacy than the IC50 value.

Keywords: HSV-1, nanoemulsion, nanoemulgel, rosemary (Rosmarinus

officinalis) essantial oil, antiviral activity



1. GIRIS VE AMAC

Herpes simpleks virilisii (HSV), insanlarda ciddi enfeksiyonlara neden olabilen
herpesviridae ailesinin bir tiyesidir. Bu viriisiin iki tiirii daha yaygindir: HSV-1, genellikle
yliz, dudaklar, agiz boslugu ve belin iistiindeki cilt bolgelerinde enfeksiyona neden olur;
HSV-2 ise genital bolge ve bel altindaki cilt bolgelerini etkiler. Herpes simpleksin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde, asiklovir, valasiklovir, famsiklovir, pensiklovir ve
sidofovir gibi birgok farkli fiziksel yontem ve ila¢ kullanilmaktadir. Bu ilaglarin
antiherpetik mekanizmasi, viral DNA polimeraz enzimini inaktive etmektir. Asiklovir, bu
viral enfeksiyonun rutin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ilag, viral
timidinkinaz araciligiyla aktif hale gelir ve viral DNA polimerazi inhibe eder.
Gilinlimiizde, 6zellikle bagisiklik yetmezligi olan kisilerde, viral mutasyonlar ve toleransl
enzimlerin liretimindeki artis nedeniyle tedavi zorluklar1 artmaktadir. Bitkisel ilaglar,
diistik yan etkileri ve iiretim maliyetlerinin diisiikliigii nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir.
Bitkisel ilaglar, cesitli insan hastaliklarinin tedavisinde kullanilmakta olup, antiviral
etkileri belgelenmistir. Aragtirmacilar, fenoller, flavonoidler, alkaloidler ve terpenler gibi

dogal bilesiklerin antiherpetik 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir (Gavanji, 2015).

Herpes simplex viriisii (HSV), yiizeysel orofasiyal mukozalarda (HSV-1) ve
genital mukozalarda (HSV-2) enfeksiyonlara yol agan yaygin bir insan patojenidir.
Uretken enfeksiyon, mukozal epitelde vezikiiler lezyonlarm olusumuna yol acar;
ardindan viriis, duyusal ndronlara yayilir ve dmiir boyu siirebilecek bir latent enfeksiyon
olusturur. Uyuyan viriisiin yeniden aktif hale gelmesi, ilk enfeksiyon bolgesinde veya
cevresinde tekrarlayan hastaliklara yol acar. HSV-1’in neden oldugu ucuklar ve HSV-
2’nin neden oldugu genital herpes lezyonlar1 hayati tehlike olusturmaz; ancak kornea
enfeksiyonlar1 (keratit) veya merkezi sinir sistemi enfeksiyonlar1 (ensefalit) ciddi
patolojilere yol acabilir. Yenidoganlar veya bagisiklig1 zayif bireylerde enfeksiyon, agir
yaygin hastaliklara neden olabilir (R. J. Whitley, 2001).

HSV-1, insan popiilasyonunun %70’inden fazlasini1 enfekte ederek periferik sinir
sisteminde latent olarak adlandirilan dmiir boyu siiren bir enfeksiyon olusturur (Knipe &
Howley, 2013). Latent viriisiin tekrarlayan reaktivasyonu, bulasmay1 saglamakla birlikte
bazi bireylerde agrili oral lezyonlar, post-herpetik nevralji, yanici1 agiz sendromu, Bell
felci ve korliik gibi hastaliklara da yol agabilir (Nagel, Choe, Traktinskiy, & Gilden,

2015). Yeniden aktif hale gelen viriisiin merkezi sinir sistemine yayilmasi durumunda



dogum kusurlar1, miyelit ve 6liimciil viral ensefalit gibi daha ciddi hastalik sonuglari

ortaya ¢ikabilir (Aldo Pourchet, 2017).

Insan herpes viriisleri HSV-1 ve HSV-2 (HSV'ler), simplex virus ailesinde dnemli
insan patojenleridir. Her iki virlis de her yastan insani enfekte edebilir; HSV-1, HSV-
2'den daha yaygindir ve ikincisinin seroprevalansi farkli popiilasyonlarda yasla birlikte
artis gosterme egilimindedir. Ilk enfeksiyon gergeklestiginde, bu viriisler yerel
gangliyonlara ¢ekilir ve burada belirsiz bir siire boyunca latent kalir. Ancak, konak
yasaminin ¢esitli donemlerinde, bu viriislerin latent genomlar1 yeniden aktif hale gelerek
cilt lezyonlari, genital yaralar, keratit, herpetik parmak enfeksiyonu veya diger
mukokutan patolojiler gibi klinik belirtilere ve semptomlara yol agabilecek tiretken, litik
enfeksiyonlara neden olabilir. En ug¢ vakalarda, HSV'ler 6liimciil sistemik enfeksiyonlar
veya ensefalite yol agabilir; bu sorunlar genellikle bagisiklik sistemi gelismemis veya
bagisiklig1 baskilanmig hastalarda goriilmektedir. Bu nedenle, bu virlislerden en ciddi
sekilde etkilenen bireyler igin antiviral miidahale saglanmasi gereklidir (Lauren A.

Sadowski, 2021).

HSV kaynakli enfeksiyonlar, en yaygin viral enfeksiyonlar arasinda yer
almaktadir. Asiklovir, HSV ve zona viriisii (HZV) enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan ilk spesifik antiviral ila¢ olmustur. Ancak oral asiklovirin en énemli
sinirlamalarindan biri, kisa yar1 émrii ve diisiik oral biyoyararlanimi nedeniyle giinde 5
kez uygulanmasi1 gerekmesidir. Bu durum, kullanim zorluguna yol agarak hastalarin

tedaviye uyumunu olumsuz etkileyebilir (Ritika Kondel N. S., 2019).

Gilinlimiizde HSV enfeksiyonlarmin yonetiminde standart tedavi, niikleozid
analoglar1 olan asiklovir, pensiklovir ve bunlarin tiirevlerini igeren viral DNA
polimerazinin inhibisyonuna dayanmaktadir. Asiklovire karst HSV diren¢ gelisimi,
Ozellikle uzun siireli tedavi goren bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda 6nemli bir
klinik sorun haline gelmistir. Antiviral ilaclar, ila¢ direnci nedeniyle bir¢ok durumda
miitkemmel bir segenek olmayabilir. Bu nedenle, genis bir viriis yelpazesine kars1 etkili
olabilecek yeni antiviral ajanlarin gelistirilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir (Wafa A. AL-
Megrin N. A.-T.-K.-H., 2020).

Biberiye (Rosmarinus officinalis, L.), genellikle gida isleme sirasinda baharat ve
aroma verici olarak kullanilan bir bitkidir. Yapraklari, 6nemli 6l¢iide in vitro antioksidan

aktivitelere sahip olan karnosol, karnosik asit, rosmanol, 7-metil-epi-rosmanol,



isorosmanol, rosmadial ve kafeik asit gibi bilesikler ag¢isindan olduk¢a zengindir. Ayrica,
biberiyenin antibakteriyel etkileri de bildirilmis ve bu etkiler polifenolik bilesimleriyle
iliskilendirilmistir. Bunun yani sira, biberiye yagi ilag direncine sahip enfeksiyonlarda
kullanilabilir (Wafa A. AL-Megrin N. A.-T.-K.-H., 2020).

Biberiye yapraklari, anti-kanser ve anti-enflamatuvar etkiler dahil olmak iizere
cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Geleneksel ilaglar, HSV enfeksiyonlarini 6énlemek
veya tedavi etmek i¢in uzun yillardir kullanilmaktadir. Giintimiizde, etkili ve ciddi
istenmeyen yan etkileri olmayan yeni antiviral ajanlar tizerinde ¢aligmalar yapilmaktadir

(Wafa A. AL-Megrin N. A.-T.-K.-H., 2020).

Nanoemiilsiyonlar (NE'ler), son zamanlarda kozmetiklerin kontrollii tasinmasi ve
aktif bilesenlerin belirli cilt katmanlarina optimize edilmis bir sekilde dagitilmasi i¢in
potansiyel tasiyicilar olarak giderek daha onemli hale gelmistir. Lipofilik i¢ yapilari
sayesinde, NE'ler lipofilik bilesiklerin tasinmasinda liposomlara gore daha uygundur.
Lipozomlara benzer sekilde, aktif bilesenlerin cilde niifuz etmesini destekler ve bu

bilesenlerin ciltteki konsantrasyonunu artirir (Sharma S., 2012).

NE'lerin bir diger avantaji, kiicilk damlacik boyutlar1 ve yiiksek yiizey alani
sayesinde aktif bilesenlerin cilde etkili bir sekilde taginmasini saglamasidir. Ayrica,
NE'ler kendi biyolojik aktif etkileri nedeniyle de artan bir ilgi gormektedir (Sharma S.,
2012). Pek ¢ok calisma, NE'lerin aktif bilesenlerin cilde niifuzunu artirmada ve
transepidermal su kaybini azaltmada uygun oldugunu gostermistir. Bu durum, NE'lerin

cilt bariyer fonksiyonunu destekledigini dogrulamaktadir (Nielloud, 2003)

NE'ler, makroemiilsiyonlarda goriilen dogal krema olusumu, ¢okelme, floklagsma
veya birlesme gibi olgular sergilemedikleri i¢in kozmetiklerde kullanilmaktadir (Sharma
S., 2012).

Yukaridaki bilgiler dogrultusunda, bu tez ¢alismasinda, HSV-1 {izerinde topikal
uygulamaya yonelik biberiye (Rosmarinus officinalis, L) ugucu yaglarmi igeren

nanoemiiljel formiilasyonlarinin gelistirilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Derinin Yapisi ve Ozellikleri

Deri, viicudun en biiyiik organ sistemidir. Insanlarda bu biyolojik sistem, toplam
viicut agirhigmin yaklasik %12 ila %15’ini olusturur ve 1,5 - 2 metrekarelik bir alan
kaplar. Derinin temel amaci, viicudu ultraviyole (UV) ismlarindan, hasarlardan,

mikrobiyal saldirilardan ve dehidrasyondan korumaktir (Lawton, 2019).

Deri; epidermis, dermis ve hipodermis (deri alt1 doku) olmak iizere ii¢ ana
katmandan olusur (Lawton, 2019) (Sekil 2.1).

Sekil 2-1: Deri sisteminin bilesenleri https://cilthastaliklari.com/2023/05/08/derinin-
yapisi-ve-gorevleri/)

Epidermis (Ust Katman) : Epidermis, yaklasik 0,1 - 0,3 mm kalinliginda olup
biiyiikk oranda (%95) keratinositlerden olusur ve disaridan goriinen tabakadir (Lawton,
2019).

Epidermis; cilt nemini koruma, yeni cilt hiicrelerinin iiretimi, cildi koruma ve cilt

rengine katki saglama gibi bir¢ok islev tistlenir (Lawton, 2019).

Epidermisin en dis tabakasi olan stratum corneum, suyu tutarak cildi nemli ve

saglikli tutar. Ayrica UV radyasyonu, patojenler (bakteriler, viriisler, mantarlar ve
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parazitler) ve kimyasallar gibi bir¢ok zarara karsi koruma saglayan bir zirh gibi davranir.
Yeni cilt hiicreleri, epidermisin alt katmaninda (stratum bazale) liretilir ve yiizeye dogru
ilerler. Epidermiste melanin pigmentini iireten melanosit hiicreleri bulunur. Epidermis,

distan i¢e dogru su bes tabakadan olusur (Jean L. Bolognia, 2012) (Sekil 2.2).
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Sekil 2-2: Epidermisin katmanlar1 (https://www.lybrate.com/topic/epidermis-
image)

Stratum Corneum (Boynuzsu Tabaka): Epidermisin en dis tabakasi olan
stratum korneum, viicudun ¢evresel hasarlara, toksinlere, mikroorganizmalara ve yabanci
maddelerin girisine karst ilk savunma hattidir. Bu tabaka, cilt sagliginda kritik bir rol
oynar. Olii keratinositler (korneositler) tarafindan olusturulur. Bu hiicreler, protein zarfi
ve lipidlerle gevrili 15-20 kat diizlesmis 6li hiicrelerden olusur. Stratum korneum, cilt
gecirimsizligini  saglayan korneodesmozomlar ile birbirine baglanir. Bu baglar

bozuldugunda hiicreler pul pul dokiiliir ve cilt yenilenir (Lawton, 2019).

Stratum Lucidum: Bu tabaka yalnizca avug i¢i ve ayak tabani gibi kalin
derilerde bulunur. Cilde siirtiinme etkilerine kars1 dayaniklilik saglar ve su gecgirmezlik

Ozelligini artirir. Stratum granulosum ile birlikte calisarak cildi daha direncli hale getirir
(Lawton, 2019).

Stratum Granulosum: Stratum granulosum, epidermisin bes katmanindan

ortada yer alan ince bir tabakadir. Sadece 3-5 hiicre tabakasi kalinligindadir ve
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epidermisin bariyer islevinde dnemli bir role sahiptir. Bu katmanda bulunan hiicreler,
cekirdeklerini ve organellerini kaybederek oliirler. Hiicreler, cildin bariyer islevine

katkida bulunan "lipid zarfi" adi verilen koruyucu bir yap1 olusturur (Lawton, 2019).

Stratum granulosum’a ulasan keratinositler, “graniiler hiicreler” olarak
adlandirilmaya baglar. Bu hiicreler, keratohyalin graniilleri adi verilen protein yapilar
icerir ve keratinin ¢apraz baglanmasini desteklerken hiicrelerin hidrasyonunu saglar

(Lawton, 2019).

Bu katmandaki hiicreler, cildin nemini korumasina ve dig tabakanin yapisal
biitiinliigiinli saglamasina yardimci olan filagrin proteini iretir. Filagrin, nemi tutarak

ciltte esneklik ve dayaniklilik saglar (Lawton, 2019).

Stratum granulosum hiicreleri, epidermisin gegirimsizlik bariyerini olusturan lipid
tabakasini sentezler. Bu lipidler, su kaybin1 onler ve cildi dis etkenlere karst korur

(Lawton, 2019).

Stratum granulosum, cildin korunmasinda, nem dengesinin saglanmasinda ve
epidermisin yenilenme siirecinde kritik bir role sahiptir. Bu katman, stratum corneum’un
temelini olusturan 6lii hiicrelere doniismeden Once hiicrelerin son canli durak noktasidir

(Lawton, 2019).

Stratum Spinosum (Malpighi): Stratum spinosum, epidermisin stratum
granulosum ve stratum basale arasinda yer alan katmamdir. Yaklagik 8-10 hiicre

tabakasindan olusur ve cildin esnekligi ile dayanikliliginda 6nemli bir rol oynar (Lawton,

2019).

Keratinositlerin yogun olarak bulundugu bir katmandir. Hiicreler, cokgen veya
diizensiz sekillidir ve aralarinda giiglii baglantilar bulunur. Bu baglantilar, dezmozomlar

ad1 verilen protein yapilarindan olusur (Lawton, 2019).

Dezmozomlar, hiicreler arasi1 giiglii bir yapismay1 saglar ve cildin yapisal
biitiinliiglinii korur. Hiicreler arasinda yer alan dezmozomlar, mikroskop altinda
hiicrelerin "dikenli" bir goriiniime sahip olmasina neden olur. Bu nedenle bu katman,

"dikenli tabaka" olarak da adlandirilir (Lawton, 2019).

Keratinositler, stratum spinosum'daki ana hiicre tiirtidiir. Bu hiicreler keratin

iiretmeye baslar ve epidermisin iist katmanlarina dogru ilerler. Burada bulunan



keratinositler, epidermisin su kaybini 6énlemesine yardimci olan lipit bariyerini olusturur

(Lawton, 2019).

Langerhans hiicreleri, stratum spinosum’da bol miktarda bulunur. Bagisiklik
sisteminin bir pargasi olan bu hiicreler, ciltteki patojenleri ve hasarli hiicreleri taniyarak

savunma mekanizmalarini aktive eder (Lawton, 2019).

Stratum spinosum, cilt bariyerinin olusumu ve bagisiklik savunmasimin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynar. Bu katman, epidermisin hem yapisal saglamligini
hem de dis tehditlere karsi koruma yetenegini saglar. Ayrica cildin esnekligini destekler,

nem seviyesini diizenler ve cildin saglikli kalmasina katkida bulunur (Lawton, 2019).

Stratum Bazale (Germinatif Bazal Tabaka): Stratum bazale, epidermisin en alt
tabakasidir ve "stratum germinativum" olarak da bilinir. Bu katman, yeni cilt hiicrelerinin

tiretildigi ve cildin yenilenmesinde kritik rol oynadigi yerdir (Lawton, 2019).

Epidermisin en alt kisminda yer alir ve dermisle dogrudan temas halindedir.

Dermisin tist kisminda bulunan bazal membran adi verilen ince bir zara dayanir (Lawton,
2019).

Hiicre Tiirleri:

o Keratinositler: Stratum bazalede keratin proteini iireten kok hiicreler

bulunur. Bu hiicreler siirekli boliinerek yeni keratinositler olusturur.

e Melanositler: Cilt rengini belirleyen melanin pigmentini iireten hiicrelerdir.

Melanin, UV 1sinlarina karsi koruma saglar.
e Merkel Hiicreleri: Dokunma hissini algilayan mekanoreseptor hiicrelerdir.

e Langerhans Hiicreleri: Bagisiklik savunmasinda yer alan hiicrelerdir (daha

az yaygindir) (Lawton, 2019).

Stratum bazale, cilt hiicrelerinin boliinerek yenilendigi bir tabakadir. Burada
tiretilen yeni hiicreler iist katmanlara dogru itilir ve zamanla farklilagarak keratinize olur

(Lawton, 2019).

Epidermisin kan damarlar1 olmadigindan, bu tabakadaki hiicreler dermisten gelen
difiizyon yoluyla beslenir. Hiicreler iist katmanlara itildik¢ce besin kaynaklarindan

uzaklasir ve oliir (Lawton, 2019).



Epidermisin tamami yaklasik 28 giin i¢inde yenilenir. Stratum bazale'de olusan
hiicreler, iist katmanlara dogru ilerleyerek stratum corneuma ulasir ve en sonunda dokiiliir

(deskuamasyon) (Lawton, 2019).

Stratum bazale, dermiste bulunan damarlar ve sinirlerle yakin bir iliski i¢indedir.

Bu baglanti, epidermis ile dermis arasindaki madde aligverigini saglar (Lawton, 2019).

Stratum bazale, epidermisin temelini olusturan bir tabakadir. Yeni hiicrelerin
olusumu, cilt bariyerinin giiclendirilmesi, cilt renginin korunmasi ve ¢evresel tehditlere
kars1 savunmanin saglanmasi gibi hayati iglevler iistlenir. Bu tabaka olmadan, epidermis

yenilenemez ve cilt sagligi korunamaz (Lawton, 2019).
Dermis

Dermis, cildin en derin katmanini olusturan, epidermis ile hipodermis (deri alt1
tabaka) arasinda yer alan ana cilt tabakasidir. Dermis, viicudun farkli bolgelerinde
kalinlig1 degisiklik gosterebilir ancak epidermisten ¢ok daha kalindir. Yapisal olarak lifli
ve elastik 6zelliklere sahip bir tabakadir ve derinin pek ¢cok dnemli fonksiyonunu yerine
getirir (Lawton, 2019).

Dermis, epidermisin hemen altinda yer alir ve hipodermis ile de dogrudan
baglantilidir. Derinin destek yapisini saglar ve epidermis ile besin aligverisi yapar
(Lawton, 2019).

Hiicre Tiirleri (Lawton, 2019).:

e Fibroblastlar: Dermisin ana hiicreleri olup, 6zellikle kolajen ve elastin
tiretirler. Kolajen, ciltteki esnekligi ve giicliiliigli saglarken, elastin cildin
esnekligini saglar.

e Makrofajlar ve Lokositler: Bagisiklik savunmasinda rol oynayan
hiicrelerdir ve patojenlere karsi koruma saglarlar.

e Mast Hiicreleri: iltihap tepkilerini yonetir ve alerjik reaksiyonlarda énemli
rol oynar.

¢ Endotelyal Hiicreler: Kan damarlarini olusturan hiicrelerdir.

Dermisin icerdigi kolajen ve elastin lifleri, cildin elastikiyetini ve dayanikliligini
saglar. Bu da cildin gerilmelere, kesilmelere ve yaslanmaya kars1 korunmasina yardimet

olur (Lawton, 2019).



Dermisteki kan damarlari, epidermisin oksijen ve besin ihtiyaglarini karsilar.
Ayrica, viicut sicakligimin diizenlenmesine yardimci olur (Lawton, 2019).

Fibroblastlar, dermisteki yara iyilesmesi siireglerinde kritik rol oynar. Kolajen
liretimi, yara bolgesinde yeni hiicrelerin olusumunu destekler ve iyilesmeyi hizlandirir
(Lawton, 2019).

Dermis, ter bezleri ve kan damarlar1 araciliiyla viicut 1s1sim1 diizenler. Soguk
havalarda damarlar daralir, sicak havalarda ise genisler (Lawton, 2019).

Dermis, sicaklik, agr1, dokunma ve basing gibi duyular1 algilayan sinir uglari igerir
ve cildin ¢evreyle etkilesimde bulunarak viicudun dis ortamla uyum saglamasini saglar
(Lawton, 2019).

Dermis, epidermisin beslenmesini saglamakla kalmaz, ayni zamanda derinin
esnekligini, dayanikliligini ve duyusal o6zelliklerini destekler. Ayrica, viicut 1sisini
diizenler, bagisiklik savunmasini giiglendirir ve cilt yaralarinin iyilesmesini hizlandirir.
Bu tabaka, cildin saglikli bir sekilde islev gormesini saglayan tiim 6nemli yapilari

barmdirir (Lawton, 2019).
Hipodermis

Hipodermis, cildin en derin tabakasi olup dermis ile viicuttaki kaslar ve kemikler
arasinda yer alir. Ayrica "subkutan" olarak da bilinir. Hipodermis, genellikle yag
dokusundan (adipositler) olusur ve bu tabaka cildin viicuda olan baglanmasini saglayan

destekleyici bir yap1 gorevi goriir. Ayni zamanda viicut 1sisin1 diizenler ve enerji depolar
(Lawton, 2019).

Hipodermis ayn1 zamanda kolajen ve elastin lifleri igerir. Bu lifler, dermisi kaslar

ve kemiklere baglayan bag dokusu agini olusturur (Lawton, 2019).

Hipodermis, dermisteki kan damarlar1 ve sinirler ile devam eder. Bu damarlar
viicuda oksijen ve besin tagirken, sinirler ise viicutta hissedilen sicaklik, agr1 gibi duyusal

bilgileri iletir (Lawton, 2019).

Hipodermis, deri ve viicut arasinda 6nemli bir gegis alani saglar. Yag depolama,
viicut 1s1s1n1 diizenleme ve darbelere karsi koruma gibi islevleri ile hem fizyolojik hem
de koruyucu ag¢idan kritik bir 6neme sahiptir. Bu tabaka, cildin saglikli isleyisi i¢in gerekli
olan besinleri saglayarak, viicudun cevresel faktorlere karsi dayanikliligini artirir

(Lawton, 2019).
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2.2. Herpes simpleks viriis (HSV)
Viral hastaliklar, diinya genelinde insan enfeksiyon hastaliklar1 arasinda birincil
oliim nedenidir. Herpesviridae, ¢esitli derecelerde insan enfeksiyonlarina yol agan, DNA
iceren viriislerden olusan biiyiik bir ailedir. Bu aile, biyolojik ve genomik benzerliklere

gore ¢ alt aileye (a, p ve y) ayrilabilen sekiz tiyeden olusur (Yu-Chen Jiang, 2016).

Insan o-herpes viriisleri, herpes simpleks viriisleri (HSV-1, HSV-2) ve varicella
zoster virlisinii (VZV) igerit. HSV enfeksiyonlari, en yaygim insan hastaliklari
arasindadir ve diinya niifusunun %60-95’1 bu viriislerden en az biriyle enfekte olmustur.
HSV-1 genellikle oral ve perioral enfeksiyonlarla iliskilendirilirken, HSV-2 daha ¢ok
genital enfeksiyonlara neden olur. HSV, uguk, keratit, korneal korliik ve ensefalit gibi
hafif durumlar ile ciddi enfeksiyonlar arasinda degisen hastaliklara yol acar (Yu-Chen
Jiang, 2016).

HSV enfeksiyonlari, insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) enfeksiyonu gelistirme
riskini artirir ve HIV salginina katkida bulunur. HSV, latent hale gecebilir ve duygusal
stres, ates ve immiinosupresyon gibi belirli durumlarda yeniden aktive olabilir (Yu-Chen

Jiang, 2016).

VZV, sugicegi ve zona hastaliklarnin etken ajamidir. Insan B-herpes viriisleri,
sitomegaloviriis, HHV-6 ve HHV-7"yi igerir. y-herpes viriisleri ise Epstein—Barr viriisii
(EBV) ve Kaposi sarkomu ile iliskili herpes viriisiinii i¢erir (Yu-Chen Jiang, 2016).

Herpes simplex viriis tip 1 (HSV-1), esas olarak mukoepitelyal hiicreleri enfekte
eden, dogrusal ¢ift sarmalli DNA yapisina sahip ve norotropik bir viriistiir (Mehdi
Shabani, 2019).

HSV-1, stomatit, ensefalit ve keratit gibi genis bir hastalik yelpazesine neden olur.
Viriisiin merkezi sinir sistemine yayilma yetenegi ve bunun sonucunda ensefalite yol

acmasi, HSV-1 enfeksiyonunun en ciddi komplikasyonudur (Mehdi Shabani, 2019).

HSV-1, insan popiilasyonunun %70’inden fazlasin1 enfekte ederek periferik sinir
sisteminde (PNS) 6miir boyu siiren bir enfeksiyon, yani latent enfeksiyon olusturur.
Latent viriisiin tekrarlayan reaktivasyonu, bulagsmay1 saglamakla birlikte, bazi kisilerde
agrili oral lezyonlar, post-herpetik nevralji, ag1z yanmasi sendromu, Bell paralizisi ve

korliik gibi hastaliklara da neden olabilir. Reaktive olmus viriisiin merkezi sinir sistemine
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(CNS) yayilmasi, dogum kusurlari, miyelit ve Sliimciil viral ensefalit gibi daha ciddi

hastalik sonuglarina yol agabilir (Pourchet A, 2017).

HSV-1’in daha nadir goriilen bir hastalik belirtisi olan herpes whitlow, genellikle
saglik calisanlarini, oral herpesli ¢ocuklari ve genital HSV tasiyan yetiskinleri etkileyen,
distal falanksin kendiliginden iyilesen bir deri enfeksiyonudur. Herpes whitlow, ilgili
parmaga dogrudan viriis bulasmasi sonucu olusur; ¢ocuklarda bu durum genellikle
parmak veya basparmak emme ile, saglik calisanlarinda ise baskin elin parmaginin
hastalarin lezyonlarina maruz kalmasiyla meydana gelir. Klinik semptomlar arasinda
sislik, eritem, vezikiiller ve siddetli lokal agr1 bulunur, ancak enfeksiyonlar genellikle 4

hafta iginde iyilesir (Arduino PG, 2008).

HSV-1’in genital enfeksiyonlarla iligkilendirilmesi giderek artmaktadir.
Semptomlar, orofasiyal bolgede goriilenlere olduk¢a benzerdir, ancak genital HSV-2
enfeksiyonlarina kiyasla daha seyrek tekrarlamalar goriiliir ve niiks orani daha diistiktiir

(Arduino PG, 2008).

Hepatit, HSV hastaliginin nadir ancak hayat: tehdit eden bir komplikasyonudur
ve genellikle akut karaciger yetmezligine ve dolayisiyla 6liime yol acar. Teshis, genellikle
belirgin klinik semptomlarin olmamasi nedeniyle karmasiktir, ancak HSV-1 hepatiti olan
hastalarda plazmadaki HSV-1 DNA seviyelerinin karaciger fonksiyonu ve hastalik
siddetiyle iligkili oldugu bilinmektedir (Arduino PG, 2008).

Herpes simpleks ensefaliti, merkezi sinir sisteminin, genellikle yetiskinlerde
frontal ve temporal loblara lokalize olan ciddi bir enfeksiyonudur. Belirtiler arasinda bas
agrisi, ates, nobetler, biligsel bozukluk ve diger norolojik isaretler bulunur. Nadir
goriilmesine ragmen, zamaninda tedavi edilmezse yiiksek morbidite ve mortalite oranina

sahiptir (Arduino PG, 2008).

Okiiler HSV-1 enfeksiyonlari, goz kapagi, konjonktiva, kornea, uvea ve retina
gibi yapilan etkiler. Tekrarlayan okiiler hastaligin baskin formu olan herpetik keratit,
diinya genelinde kornea korliigiiniin 6nde gelen nedenlerinden biridir. Bu bdliimde,
okiiler HSV enfeksiyonlarinin patogenezi ve bagisikligi ayrintili olarak ele alinacaktir

(Arduino PG, 2008).

HSV yayilim, viriisiin popiilasyon genelinde bulasmasinda 6nemli bir rol oynar.

Viriis yayilimi genellikle asemptomatiktir ve duyarli bireylere bulagsmasi yakin kisisel
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temasla gergeklesir. Asemptomatik yayilim, lezyon bulunmamasina ragmen HSV'nin
tespit edilmesi olarak tanimlanir. HSV yayiliminin sikligi lizerine yapilan hesaplamalar,
seropozitif bireylerin en az 30 giinde bir gbzyas1 veya tiikiiriikte HSV DNA’s1 yaydigini
gostermistir. Oral yayilim, immiinokompetan konak tarafindan hizla kontrol altina alinan

epizodlar halinde gerceklesir (Arduino PG, 2008).

2.2.1. Klasik Tedavi Yontemleri

Asiklovir (ACV) ve ilgili ilaglar, HSV enfeksiyon hastaliklariin tedavisinde
biliylik bir basar1 saglamistir. Ancak bu anti-herpes ilaglari, uzun siireli kullanim
sonrasinda ila¢ direngli suslarin secilmesine yol a¢gmistir. Bu nedenle, ila¢ direncli

HSV'ye kars1 yeni stratejiler gelistirilmesine acil bir ihtiya¢ bulunmaktadir (Yu-Chen
Jiang, 2016).

HSV enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in onaylanmuis {i¢ ila¢ sinifi bulunmaktadir ve
bu ilaglarin tiimi viral DNA replikasyonunu hedef alir. Bunlar, asiklik guanozin
analoglari, asiklik niikleotid analoglar1 ve pirofosfat analoglaridir. Bu ii¢ kategoriden
tipik ilaglar arasinda valasiklovir (VCV), sidofovir ve foskarnet yer alir (Yu-Chen Jiang,
2016).

ACV (9-(2-hidroksietoksimetil) guanin), 1980'lerde piyasaya siiriilmesinden bu
yana HSV enfeksiyonlarin profilaksisi ve tedavisi i¢in altin standart haline gelmistir.
Aragtirmacilar, HSV enfeksiyonlarinin birinci basamak tedavisinde kullanilan
VCV, famciklovir ve gansiklovir gibi bir dizi anti-HSV niikleozid ilac1 gelistirmistir
(Yu-Chen Jiang, 2016).

Niikleozid analoglarinin benzer bir anti-HSV mekanizmasi vardir. ACV gibi
niikleozid analoglari, enfekte hiicrelerde viriis tarafindan kodlanan timidin kinaz
(TK) tarafindan segici olarak monofosfat tiirevine fosforile edilir. ACV'nin HSV-TK'ya
olan afinitesi, insan TK'ya gore yaklasik 200 kat daha fazladir ve bu durum ACV'yi
HSV'ye kars1 son derece giivenli hale getirir (Yu-Chen Jiang, 2016).

ACV, HSV ve HZV enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilk
spesifik antiviral ila¢ olmustur. Ancak oral ACV’nin en biiylik sinirlamalarindan biri, kisa
yart Oomrii ve diisiik oral biyoyararlanimi nedeniyle giinde 5 kez uygulanmasi
gerekmesidir. Bu durum kullanim agisindan elverissizdir ve hasta uyumunun diisiik

olmasina yol agabilir (Ritika Kondel N. S., 2019).
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2.2.2. HSV iizerine Etkili Ucucu Yaglar

Son birkag¢ yilda, antibiyotiklerin yanlis kullanimi ve bagisiklik yetmezligi ile
iligkili hastaliklarin artan insidansi nedeniyle, mikrobiyal ila¢ direncinin gelisimi giderek
daha acil bir sorun haline gelmistir. Son dénemde, antimikrobiyal potansiyele sahip

fitokimyasallar, olas1 tibbi uygulamalara yonelik bilesenleri belirlemek i¢in kapsamli bir

sekilde incelenmistir (Wei Wang, 2012).

Ucucu yaglar veya bazi bilesenleri parfiimler ve makyaj iriinlerinde, hijyen
tiriinlerinde, dis hekimliginde, tarimda, gida koruyucular1 ve katki maddeleri olarak ve
dogal tedavilerde kullanilmaktadir. Son yillarda, dogal iiriinlere olan yeni ilgi nedeniyle,
bitkisel ugucu yaglar fitoterapide daha fazla ilgi gormeye baslamistir. Temel arastirma
uygulamalarinda, 6zellikle ugucu yaglarin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri ile

potansiyel antikanser aktivitelerini daha iyi anlamak 6nemlidir (Wei Wang, 2012).

Bitkilerin govde, yaprak, tomurcuk, meyve, c¢icek ve tohum gibi farkl
kisimlarindan elde edilen ucucu yaglar ve su ya da alkol ile hazirlanan 6ziitler, bir¢ok
mikroorganizma ilizerinde antimikrobiyal etki gosterir. Bitkilerde saponinler, kumarinler,
terpenoitler, alkaloitler, flavonoitler, tiyosiilfinatlar, fenolikler ve organik asitler gibi
cesitli antimikrobiyal bilesikler bulunur. Bu bilesiklerin antimikrobiyal etkinligi, basta
kimyasal yapilar1 ve konsantrasyonlar1 olmak tlizere ¢esitli faktorlere bagli olarak farklilik

gosterir (Ilkin Yiicel Sengiil, 2018).

Cesitli ugucu yaglar, solunum yolu enfeksiyonlari, astim, atopik dermatit, alerjik
rinit, menopoz sonrast sendrom, dismenore, gebelik ve dogum sorunlari, psikozomatik
hastaliklar, depresyon, panik bozuklugu, jet lag ve gastrointestinal hastaliklar gibi ¢esitli
insan hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir. Ugucu yaglarin yalnizca antibakteriyel ve
antifungal aktiviteler degil, ayn1 zamanda antiviral aktivite de gosterdigi bildirilmistir.
Cay agaci ve okaliptiis yaglarinin HSV-1 ve -2'ye kars1 antiviral aktivitesi in vitro olarak
gosterilmistir. Sandal agaci yagi, Santalum album L. bitkisinin ugucu yaginin HSV-1 ve
-2'ye kars1 antiviral aktivitesi de in vitro olarak gosterilmistir. Santolina insularis ugucu
yaginin, HSV-1 ve -2 partikiillerini dogrudan inaktive ederek, viryonlarin konak
hiicrelere adsorblanmasini engelledigi ve hiicreden hiicreye viriis yayilmasini inhibe ettigi
bildirilmistir. Ancak, ugucu yaglarn anti-herpetik etkisi hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir (Masato Minami, 2003).
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Biberiye (Rosmarinus officinalis, L.) yemek isleme sirasinda baharat ve lezzet
artirict olarak yaygin sekilde kullanilan bir bitkidir. Yapraklari, in vitro antioksidan
aktiviteleri yliksek olan karnosol, karnozik asit, rosmanol, 7-metil-epirosmanol,
isorosmanol, rosmadial ve kafeik asit gibi bilesiklerin ¢ok iyi bir kaynagidir. Biberiyenin
antibakteriyel etkileri de bildirilmistir ve bu etkilerin polifenolik bilesimleriyle iligkili
oldugu belirtilmistir. Ayrica, biberiye yagi, ilag direngli enfeksiyonlarda da kullanilabilir.
Biberiye yapraklari, anti-kanser ve anti-inflamatuar etkiler de dahil olmak tizere ¢esitli

biyolojik aktivitelere sahiptir.

Geleneksel ilaglar, yillardir HSV enfeksiyonlarini 6nlemek veya tedavi etmek igin
kullanilmistir. Su anda, etkinligi yiliksek ve ciddi istenmeyen etkileri olmayan yeni
antiviral ajanlar {izerinde ¢aligmalar yapilmaktadir. Onceki calismalar, bazi ugucu
yaglarin HSV-1'e kars etkili oldugunu dnermektedir (Wafa A. AL-Megrin N. A.-T.-K,,
2020).

Antiviral ve antimikrobiyal ilaclar, mikroplarin diren¢ gelistirmesi nedeniyle
diinya capinda artan bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Bu nedenle, giiclii yeni
antibiyotiklerin kesfi i¢in kapsamli arastirmalar yapilmasi zorunludur. Bir¢ok ugucu
yagin giiclii antimikrobiyal etkiler gosterdigi bildirilmis oldugundan, Umbelliferae ve
Labiatae familyalarindan elde edilen ¢esitli ugucu yaglarin antiviral, antibakteriyel ve
antifungal aktiviteleri incelenmistir (Ilkay Erdogan Orhan, 2012).

Anethum graveolens L., Foeniculum vulgare Mill. (tam olgunlasmis ve
ciceklenme doneminde toplanmis), Mentha piperita L., M. spicata L., Lavandula
officinalis Chaix ex Villars, Ocimum basilicum L. (yesil ve mor yaprakli gesitler),
Origanum onites L., O. vulgare L., O. munitiflorum Hausskn., O. majorana L.,
Rosmarinus officinalis L., Salvia officinalis L., ve Satureja cuneifolia Ten., ayrica yaygin
olarak bulunan wugucu yag bilesenleri vy-terpinene, 4-allylanisole, (-)-carvone,
dihidrocarvone, D-limonene, (-)-phencone, cuminyl alkol, cuminyl aldehit, cuminol,
trans-anethol, camphene, isoborneol, (-)-borneol, L-bornyl asetat, 2-dekanol, 2-heptanol,
metilheptan, farnesol, nerol, isopulegol, sitral, citronellal, citronellol, geraniol, geranyl
ester, linalool, linalyl oxide, linalyl ester, a-pinene, -pinene, piperitone, (-)-menthol,
isomenthone, carvacrol, thymol, vanillin ve eugenol. Antiviral aktivite, DNA viriisii
Herpes simplex tip-1 (HSV-1) ve RNA viriisii parainfluenza tip-3 (PI3) karsi test
edilmistir (ilkay Erdogan Orhan, 2012).
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M. piperita'nin ugucu yagi, diger adiyla nane yagi, HSV tip-1 ve tip-2'ye kars1 test
edildiginde gii¢lii viriis 6ldiirticti etkiler gosterdigi bildirilmistir (Masato Minami, 2003).

Melissa officinalis ugucu yaginin HSV tip-1 ve tip-2'yi giiclii sekilde inhibe ettigi
gosterilmistir ve yagdaki ana bilesenler citral ve citronellal olarak tespit edilmistir.

Cay agaci yagmin giiclii antibakteriyel, antiviral ve antifungal aktivitelere sahip
oldugu iyi bilinmektedir. Cay agaci yaginin HSV-1 ve HSV-2'ye karsi antiviral aktivitesi
bildirilmistir (Masato Minami, 2003).

2.2.2.1. Biberiye Ucucu Yagi

Biberiye (Rosmarinus officinalis), Lamiaceae familyasina ait bir ¢igekli bitki
olup, Akdeniz iilkelerinde, Giiney Avrupa’da ve Kiigiilk Asya bolgelerindeki kiy1
kesimlerinde dogal olarak yetisir (Sekil 2.3).

AL
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Sekil 2-3: Biberiye (Rosmarinus officinalis) (https://www.drhenri.com.tr/biberiye-

rosmarinus-officinalis-bitkil2)

Rosmarinus officinalis'in ugucu yaglarinin kimyasal bilesimi tizerine diinya
capinda farkli bolgelerden birgok calisma yapilmistir. Rosmarinus officinalis'in ugucu
yagi, bircok calismada yer almig ve bu c¢alismalar, yagin antioksidan aktivitesi,
antibakteriyel etkisi, toksisite ve insektisit etkisi, anti-inflamatuar ve antinoksepif etkileri,

antifungal etkisi gibi ¢esitli alanlarda yapilmistir (E. Derwich, 2011).

Geleneksel tipta, biberiye farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilir; bunlar
arasinda depresyon, uykusuzluk ve romatizmal agrilar yer almaktadir. Ayrica bitkilerden
elde edilen ugucu bilesiklerin bilinen antimikrobiyal, antifungal ve insektisit aktiviteleri
bulunmaktadir. Ucucu yaglar bircok terapotik etkinlige sahiptir ve ilaglarin ve

antiseptiklerin dagilimini kolaylastirmaktadir (E. Derwich, 2011).


https://www.drhenri.com.tr/biberiye-rosmarinus-officinalis-bitki12
https://www.drhenri.com.tr/biberiye-rosmarinus-officinalis-bitki12
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Biberiye yapraklari, genellikle yiyecekleri lezzetlendirmek amaciyla bir baharat
olarak kullanilir, ancak bu bitki ayn1 zamanda farkli tibbi amagclar i¢in yaygin olarak
kullanilmigtir. Geleneksel tipta, biberiye bir uyarici ve hafif agri kesici olarak kullanilmig
ve bas agrilari, zayif dolagim, iltihaplt hastaliklar ve fiziksel ve zihinsel yorgunluk gibi
durumlarin tedavisinde en etkili bitkilerden biri olarak kabul edilmistir (Aleksandar
Raskovi¢, 2014).

Biberiyenin ¢ogu farmakolojik etkisi, ana kimyasal bilesenlerinin yiiksek
antioksidan aktivitesinin sonucudur; bunlar arasinda karnosol, karnosik asit, ursolik asit,
rosmarinik asit ve kafeik asit bulunmaktadir. Rozmarinin giiglii antioksidan 6zellikleri,
cogunlukla ana diterpenleri olan karnosol ve karnosik asite ve ugucu yag bilesenlerine

baglanmaktadir (Aleksandar Raskovi¢, 2014).

Son zamanlarda, ugucu yaglar ve bunlarin aktif bilesenleri, farmakolojik
ozellikleri nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir. Ucucu yaglar, cesitli bitki organlarinda
sentezlenen ve giiclii bir kokuya sahip olan, ucucu bilesiklerin karmasik karigimlaridir ve
cesitli ekolojik islevler gosterirler. Biyolojik aktiviteleri nedeniyle, ugucu yaglarin gida
koruma, parfiim endiistrisi ve aromaterapi gibi alanlarda yararli oldugu bildirilmistir.
Biberiye ugucu yagi, renksiz veya soluk sar1 renkte bir sividir ve bitkinin karakteristik
kokusuna sahiptir; ¢ogunlukla 1,8-sineol, kamfor ve a-pinene gibi monoterpenlerden
olusur. Antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip olan biberiye ucucu yagi, gida
triinlerinin raf dmriinii uzatabilmekte ve saklama sirasinda kaliteyi koruyabilmektedir.
Bu nedenle, gida endiistrisinde biyoprezervatif olarak kullanilmaktadir (Aleksandar
Raskovi¢, 2014).

Antioksidan ajan olarak gorev yapmanin yani sira, biberiyeden izole edilen ugucu
yag, cesitli saglik yararlar1 ve terapétik etkiler gostermektedir. Avrupa Ilag Ajansi'nin
(EMA) 2010 tarihli 6nerisine gore, biberiye ugucu yagi, dispepsi ve gastrointestinal
traktusun hafif spazmodik bozukluklarinin tedavisinde, ayrica hafif kas ve eklem
agrilarinin hafifletilmesinde ve periferal dolasim bozukluklarinin tedavisinde yardime1
olarak kullanilabilir. Ayrica, biberiye ugucu yagi ile yapilan deneyler, anti-inflamatuar ve
antinosiseptif etkiler, antidepresan etkiler, bilissel gelisim artiric etkiler, DNA koruyucu
etkiler ve kanser karsiti etkiler gibi bircok Onemli farmakolojik etkiyi gostermistir

(Aleksandar Raskovi¢, 2014).
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2.3. Nanoemiilsiyonlar
Nanomalzemelerin kozmetik alanindaki umut verici bir uygulamasi, cilt bakim
tiriinlerinde NE’lerin kullanilmasidir. NE sistemlerinin aktif bilesenlerin hedeflenen cilt
katmanlarina kontrollii bir sekilde iletilmesi ve optimize dagilimi potansiyeli nedeniyle

bu kullanim giderek daha 6nemli hale gelmistir (Ozgiin, 2013).

Son yillarda, cilt saghigini destekleyen ve hastaliklarin 6nlenmesine yardimci olan
dermatolojik olarak besleyici iriinlere yonelik tiiketici bilincinin artmasiyla birlikte
kozmesotik triinler pazart 6nemli dlgiide bliylimiistiir (Royer M, 2013). Gelismis {iriin
etkinligine yonelik artan talepler, kozmetiklerle topikal farmasétik iiriinler arasindaki
siirin giderek daha belirsiz hale gelmesine yol agmistir. “Kozmesoétikler,” kozmetik ve
farmasatikler arasindaki gri alanda yer aldiklar1 i¢in tiiketicilerden biiyiik ilgi gormektedir

(Katz LM, 2015).

Kozmesotiklerin uygulama alanlar1 artik cilt korumasi, beyazlatma, bronzlagma,
yaslanma karsit1 ve kirisiklik karsiti uygulamalarin yani sira, deodorantlar ve tirnak ile
sa¢ bakimi gibi diger ilging kullanimlar1 da igermektedir. Cilt bakiminda kozmesotik
NE’lere olan talebin artmasi, aktif bilesenlerin kontrollii bir sekilde iletilmesi ve istenilen
cilt katmanlarma optimize dagilimi saglama yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Nano
parcaciklar formundaki aktif bilesenler, yiiksek ylizey-hacim oranina sahiptir; bu durum,
emiilsiyon ic¢indeki yayilabilirligi artirir ve ¢ok islevli kullanim i¢in daha uygun hale
getirir (Singh R, 2009). Azalan yergekimi kuvveti ve Brown hareketi sayesinde, bu
emiilsiyon sisteminin erken kararsizlagmasi Onlenir; dolayisiyla depolama sirasinda
cokelme meydana gelmez. Bir diger kararsizlagtirict faktor olan flokiilasyon
(topaklanma) da nanoemiilsiyonlarin ¢ok kiiciik boyutlar1 sayesinde engellenir, bu da

tirtinlerin raf 6mriinii uzatir (Tadros T, 2004).

NE’ler morfolojilerine gére siiflandirilabilir. “Su bazli” veya su iginde yag (Y/S)
emiilsiyonunda su siirekli fazi, yag ise dagilmis fazdir (Mason TG, 2006). Bunun tersi
durum ise “yag bazli” veya yag i¢inde su (S/Y) emiilsiyonudur. NE’lerin kii¢lik damlacik
boyutu, aktif bilesenlerin cilt ylizeyi boyunca esit sekilde dagilimini ve niifuz etmesini
saglar (O.Sonnevilleaubrun, 2004). NE’ler, genis ylizey alan1 ve disiik yiizey gerilimi
nedeniyle bilesenlerin daha iyi penetrasyon etkinlii gosterir; bu nedenle hazirlik

sirasinda sadece %3-10 oraninda ylizey aktif madde kullanim1 gerektirir.
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Mikroemiilsiyonlar ise %20 veya daha yiiksek yiizey aktif madde konsantrasyonu
gerektirir (Nur Hazigah Che Marzuki, 2019).

Bunun sonucu olarak, NE’ler (diisiik yag konsantrasyonlarinda) daha akigkan bir
yaptya sahiptir ve koyulastiricilarin kullanilmamasi veya ¢ok az kullanilmasi durumunda
bile istenen fiziksel 6zellikleri ve cilt hissiyatin1 sergilerler. Kremlesme, ¢okelme,
flokiilasyon ve koalesans gibi emiilsiyonlar1 etkileyen kararsizlik olaylari da onlenir
(Maruno M, 2009); bu durum, alt mikrometre boyutlu damlaciklar arasindaki énemli

sterik stabilizasyondan kaynaklanir (Nur Hazigah Che Marzuki, 2019).

Glinimiizde NE’ler, dusik enerjili veya yiliksek enerjili emiilsifikasyon
yontemleri veya her ikisinin kombinasyonu ile hazirlanmaktadir. Yiiksek enerjili
yontemler, yag ve su fazlarini kirarak yag damlaciklarini olusturan yogun yikici kuvvetler
yaratan mekanik cihazlar kullanir (Ngan CL, 2014). Bu teknikler arasinda yiiksek basingl
homojenizatorler, mikroakiskanlastiricilar ve sonikasyon yontemleri yer alir (Al-Sabagh
AM, 2011). Buna karsilik, diisiik enerjili teknikler, sistemin i¢ kimyasal enerjisini
kullanarak emiilsifikasyon gergeklestirir (Saberi AH, 2013). Bu, formiilasyondaki yiizey
aktif maddelerin, yardimci yiizey aktif maddelerin ve yardimci maddelerin igsel

fizikokimyasal 6zelliklerinden yararlanarak saglanir (Anton N B. J.-P., 2008).

Bir emiilsiyon, iki karismayan faz igeren bir sistem olarak tanimlanir; bu sistem,
damlaciklar seklinde bir dagilmis fazdan (i¢ faz) ve bir siirekli fazdan (dis faz) olusur
(P.Becher, 1965).Tarihsel olarak, "mikroemiilsiyon" terimi ilk kez 1959 yilinda
Schulman ve arkadaslari tarafindan, su, yag, yiizey aktif madde ve alkol i¢eren ¢ok fazli

bir sistemin seffaf bir ¢6zeltisini tanimlamak i¢in kullanilmistir (Schulman JH, 1959).

Mikroemiilsiyonlar iizerine yapilan arastirmalar, 1943 yilinda Hoar ve
Schulman'in bir ¢aligmasi yayimlanana kadar bilim camiasinda nispeten bilinmezligini
korumustur (Hoar T, 1943). Bu ¢alismada, giiglii bir ylizey aktif maddenin eklenmesiyle
su ve yagin kendiliginden bir emiilsiyon olusturdugu tanimlanmistir. Bu sistem,
termodinamik olarak kararsiz ancak kinetik olarak kararl1 bir sistem olarak tanimlanmistir

(J.Eastoe, 2003).

Kozmesotik, aktif bir bilesen iceren ve bu sayede inert bir kozmetige kiyasla artan
farmakolojik etkilerle yararli fizyolojik sonuglar saglayan bir kozmetik {riindiir.

Nanoteknolojinin ~ kozmesotik  uygulamalardaki  baslica  faydalar1  arasinda,
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nanopartikiiller icinde kapsiillenmis doymamis yag asitleri, vitaminler veya
antioksidanlar gibi ¢esitli kozmetik bilesenlerin artirilmig stabilitesi, belirli bilesenlerin
(6rnegin vitaminler ve diger antioksidanlar) gelistirilmis niifuz etme orani, iirlin
estetiginin iyilestirilmesi ve cilt ylizeyinde UV filtrelerinin performansi ile toleransinin

artirilmast yer alir (Nur Hazigah Che Marzuki, 2019).

Ornegin, Mayer ve arkadaslar1, yagda ¢dziinen bir vitamin (E vitamini) basariyla
kapsiilleyerek NE’yi tastyici sistem olarak kullanmistir (Mayer S, 2013). Dermatoloji
alaninda, S/Y emiilsiyonlarinin, yagda ¢oziinen aktif bilesenlerin cilt lizerinde bir lipid

film olusturarak daha elverisli hale geldigi gosterilmistir (Costa R, 2017).

NE’lerin gelistirilmis cilt penetrasyonunu agiklayan mekanizmalar, nano boyut
araligi ve bilesimi ile iliskilendirilmistir (Boonme P, 2009). Formiilasyonda yer alan
ylizey aktif madde, stratum corneum'un (cildin en dis tabakasi) difiizyon bariyerini
azaltabilir ve bu da kozmesotiklerin yiiksek penetrasyonuna yol agar. Formiilasyondaki
su icerigi de 6nemli bir islevsel role sahiptir. Su igerigi yeterince yiiksek oldugunda,
stratum corneum'un nemlenme etkisi nedeniyle kozmesoétiklerin perkiitan (ciltten)
emilimi artar. NE’nin siirekli fazina dagilmis nano boyutlu damlaciklar, artik stratum
corneum boyunca kolayca hareket edebilir ve aktif bileseni cilt bariyeri yoluyla difiize

edebilir (Nur Hazigah Che Marzuki, 2019).

Kong ve arkadaslari, hyaluronan (hyaluronik asit, HA)-gliserol a-monostearat
(GMS) bazli NE’lerin, cilt bakim1 ve kozmetik iiriinlerde kullanilabilecek ilging bir
kolloidal transdermal tastyict olusturdugunu bildirmistir (Kong M, 2011)

NE’ler, kendiliginden olugsmayan c¢ok fazli kolloidal dispersiyonlarin genis bir
sinifinin pargasidir (Mason T.G., 2006). Uluslararas1 Saf ve Uygulamali Kimya Birligi
(IUPAC), NE’leri, su, yag ve yiizey aktif madde(ler) igeren, izotropik ve termodinamik
olarak kararli bir sistem olarak tanimlar. Bu sistem, nano 6lgekli partikiilleri olugturmak
icin mekanik kuvvetler yoluyla tiretilir (Kale SN, 2016). Dolayisiyla, bu kiigiik emiilsiyon
sistemini olusturmak i¢in daha biiyiik damlaciklar1 daha kiigiik pargalara ayirmak igin
harici kesme kuvvetleri gereklidir. Bu da yiizey gerilimi etkilerini agsmak ve nano 6lgekli
damlaciklar iretmek i¢in ultra yiiksek hizli karistiric1 cihazlarin kullanilmasini gerektirir

(Mason T.G., 2006).
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Buna karsilik, ABD Gida ve Ilag idaresi (FDA), NE’leri farkli bir sekilde
tanimlar. FDA'ya gore, bu sistem en az bir dis boyuta, bir i¢ yapiya veya ylizey yapisina
nanoskalada (yaklasik 1-100 nm) sahip olacak sekilde tasarlanmis bir malzeme veya
nihai tiriindiir; ayrica, bu boyutlardan kaynaklanan fiziksel veya kimyasal 6zellikleri ya
da biyolojik etkileri olan ve bu boyutlar nanoskaladan (1000 nm'ye kadar) daha biiyiik
olsa bile bu 6zellikleri sergileyecek sekilde tasarlanmis bir malzeme veya nihai triindiir

(Nur Hazigah Che Marzuki, 2019).

Bir emiilsiyon, bir sivinin, kendisiyle karigsmayan bir baska siv1 icinde dagilmis
oldugu bir sistemdir (Devarajan V., 2011). iki siv1 fazin molekiilleri arasindaki ¢ekim
etkilesimlerindeki farkliliklar nedeniyle, bu sivilarin temas ettigi yerde bir ara yiizey
gerilimi olusur. Herhangi bir yiizey aktif madde veya baska bir safsizlik bulunmadiginda,
sistem her zaman termodinamik denge durumundaki en diisiik enerji konfigiirasyonuna
geri doner. Hatta liyotrofik fazin kaydirilmasiyla dengesiz yapilar olusturulsa bile, bu
gecici yapilar birleserek sonunda kaybolur. Haftalar ya da yillar boyunca birlesmeden
kalabilen uzun 6miirlii bir damlacik emiilsiyonu olusturmak icin, genellikle siirekli sivi
fazda ¢oziinebilen ancak dagilmis fazda yiiksek ¢oziiniirliige sahip olmayan bir yiizey
aktif madde eklemek gerekir. Bu ¢oziiniirliik 6zelligi istisnasiz bir kural olmasa da
genellikle dogrudur. Yiizey aktif maddelerin polar veya apolar sivilarda dagilma egilimini
siiflandiran bir sistem, hidrofili-lipofili dengesi (HLB) olarak adlandirilir ve ylizey aktif
maddelerin sulu ve yagli sivi fazlardaki goreceli ¢oziintirliigline gore siiflandirildigi

say1sal bir HLB diizeni mevcuttur (Mason T.G., 2006).

2.1.1.1. Nanoemiilsiyonlarin Avantajlar1  (Ashutosh M. Najan, 2022),
(Ozgiin, 2013)

e Aktif maddenin emilim oranini artirir.

e Lipofilik ilaglarin ¢dziinmesini destekler.

e Suda ¢oziinmeyen ilaglar i¢in sulu dozaj formlar1 saglar.

e Eger formiilasyon biyouyumlu yiizey aktif maddeler iceriyorsa, oral yolla
aliabilir.

e Madde, topikal, oral ve intravendz dahil olmak {izere ¢esitli yontemlerle

uygulanabilir.
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e NE’lerin termodinamik olarak kararli sistemlerdir ve bu kararlilik sistemin
kendiliginden emiilsifiye olmasina olanak tanir.

e Tabhris edici ve toksik degildir.

e Hiicre kiiltiirii teknolojisinde yagda ¢oziinen besin maddelerinin alimini
lyilestirir.

e Dogal olarak olusan krema olusumu, flokiilasyon, koalesans ve ¢okelme
sorunlarint géstermezler.

e Bir maddenin tadin1 maskelemek gerektiginde harika bir aragtir.

e NE, seffaf ve akiskan bir 6zellige sahiptir; bu 6zellik formiilasyonun hasta
uyumunu artirir ve herhangi bir kalinlagtirict ajan veya kolloidal partikiil
icermedigi i¢in giivenli bir uygulama saglar.

e NE formiilasyonlari, mikroemiilsiyonlara kiyasla daha az yiizey aktif
madde gerektirir. Ornegin, mikroemiilsiyon hazirlanmasinda yaklagik
%20-25 oraninda yiizey aktif madde gerekirken, nanoemiilsiyon i¢in %5-

10 oraninda ylizey aktif madde yeterlidir.

2.3.2.Nanoemiilsiyonlarin Dezavantajlar1 ve Smmrhhiklar1 (Nor Azrini
Nadiha Azmi, 2019), (Vishali Mathialagan, 2020)

NE’lerin iiretimi, yiiksek basin¢li homojenizatorler veya ultrasonik cihazlar gibi
0zel ekipmanlar gerektirir ve bu da yiiksek tiretim maliyetlerine yol agmaktadir. Yiiksek
enerjili emiilsifikasyon teknikleri fazla enerji tiiketebilirken 1s1 iretebilir, bu da 1siya

duyarl bilesenleri bozabilir.

NE’ler, termodinamik olarak stabil olmalarima ragmen, dogru formiile
edilmezlerse faz ayrimi olusabilir ve uzun siireli depolama stabilitesi sorun yaratabilir.
Uygun yag, yiizey aktif madde ve ¢oziicli secimi kritik olup tiim aktif bilesenler NE
sistemleriyle uyumlu olmayabilir. Yanlis yiizey aktif madde se¢imi veya asir1 kullanimi
sitotoksisiteye veya yan etkilere yol agabilir. Stabil ve etkili bir NE gelistirmek, karigim
sirasi, ylizey aktif madde konsantrasyonu ve damlacik boyutu gibi parametrelerin hassas
kontroliinii gerektirdiginden, mikroemiilsiyonlara gére daha karmasik bir formiilasyon

stirecine sahiptir.

2.3.3.Nanoemiilsiyon Bilesimi

Yag Fazi:
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NE’nin stabilitesi, olusumu ve Ozellikleri, yag fazmmin fizikokimyasal
parametreleri tarafindan belirlenir. Viskozite, polarite, yogunluk, su i¢inde ¢oziiniirliik,
araylizey gerilimi, kirilma indisi, faz davranisi ve kimyasal stabilite yag fazinin baglica
fizikokimyasal ozelliklerindendir. Yag fazinda yaygin olarak kullanilan non-polar
bilesenler arasinda monoasilgliserol, tricilgliseroller, serbest yag asitleri, diasilgliseroller,
esansiyel yaglar, aroma yaglari, mineral yaglar, mumlar ve yag yerine kullanilan

maddeler bulunur (Nishi T, 2012).
Sulu Faz:

NE formiilasyonlarinda sulu faz olarak yaygin sekilde su kullanilir. Proteinler,
karbonhidratlar, mineraller, yardimc1 ¢oziiciiler, asitler ve bazlar gibi polar molekiiller
ornek olarak verilebilir. Sulu fazin iyonik giicli, pH’1, polaritesi, reolojisi, yogunlugu,
kirilma indisi, araylizey gerilimi ve faz davranisi, bu bilesenlerin tlirline ve
konsantrasyonuna baglidir ve bu 6zellikler NE nin olusumu, fizikokimyasal 6zellikleri

ve stabilitesi tizerinde dogrudan etkilidir (Nishi T, 2012).
Yiizey Aktif Madde (Siirfaktan):

Yiizey aktif maddenin, tiim bilesenlerin dagilmasini kolaylastirmak i¢in arayiizey
gerilimini sifira yakin bir seviyeye diisiirebilmesi gerekir. S/Y NE’leri olusturmak igin
HLB degeri 3-6 olan yiizey aktif maddeler, Y/S NE’leri olusturmak i¢in ise HLB degeri
8-18 olan yiizey aktif maddeler uygundur (Ozgiin, 2013).

Yardima Yiizey Aktif Madde:

Yag ve su arasindaki arayiizey gerilimini, NE’nin kendiliginden olusmasina izin
verecek seviyeye diislirmek i¢in yiiksek konsantrasyonlarda tek zincirli yiizey aktif
maddeler gereklidir. Yardimci ylizey aktif madde, doymamis baglar gibi sivilastirict
gruplarin varlig1 sayesinde arayiizeyin akiskanliginm artirir, sivi kristal veya jel yapisini
bozar ve HLB degerini degistirerek nanoemiilsiyonun kendiliginden olusmasini saglar

(Ozgiin, 2013).
Katki Maddeleri:

NE’lerin 6mriinii uzatmak i¢in kullanilan bilesenlerdir (Bhatt P, 2011).
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2.3.4. Nanoemiilsiyonlarda Saponin Uygulamalari

Stirdiiriilebilirlik farkindaligi, NE’leri formiile ederken sentetik emiilgatorlerin
dogal alternatiflerle yer degistirilmesine odaklanmistir. Bu baglamda, NE’leri olusturmak
ve stabilize etmek i¢in kullanilan farkli saponin tiirlerinin en yaygin dogal kaynaklar1 ve
biyosentetik yollar1 arastirmalara sunulmustur. Bunlarin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi
icin gerekli stiregler, karakterizasyonlari i¢in son gelismelerle birlikte tamamen gozden

gecirilmektedir (Schreiner, 2022).

Riquelme ve dig. (2019) dogal emiilgatdrleri sentetik olanlarla karsilastirdig:
arastirmada Tween 80 ve Quillaja saponin (QS) karsilastirilmistir. Arastirma neticesinde
QS’in araylizey gerilimini hizla azalttigi ve NE’lerin elektronegatifligini arttirdig:
sonucuna varilmistir. Bu da bu alternatifin ¢ok ¢esitli kosullarda fiziksel olarak kararli bir
sistem olusturabilecegini gostermektedir. Tween 80 kullanilarak arayiizey gerilimi
azalttim1 3,6 mN / m'ye yakinken, QS i¢in 1,2 mN/m civarindadir (Riquelme, 2019).
Endiistriyel diizeyde kullanilan bazi sentetik emiilgatdrlerin yani sira farkli kaynaklardan
saponin iceren sistemlerin arayiizey ve yiizey gerilimleri literatiirde yer almaktadir.
Saponinlerin  degerlerinin, emiilsiyon sistemleri olusturma ve stabilize etme
potansiyellerini gosteren sentetik emiilgatorlerle karsilagtirilabilir oldugu agiktir

(Schreiner, 2022).

Aslinda saponinler, biyolojik aktiviteleri (antienflamatuar, antimikrobiyal,
antioksidan, antiviral, hipokolesterolemik) ve fizikokimyasal 6zellikleri (amfifilik dogas1
ve yliksek ylizey aktivitesi) dolayisiyla ilag, gida ve kozmetik endiistrilerinde genis
kullanimlara sahip olabilen ve dogal olarak olusan emiilgatorlerin en belirgin
gruplarindan biridir. Genel olarak saponin 6zleri, diislik yiizey aktif madde emiilgatorleri
olarak tanimlanir, anyonik tip olarak smiflandirilir ve yag damlaciklarimi elektrostatik
itme kuvveti ile stabilize eder. Dogadaki saponinlerin bollugu, c¢ok ¢esitli dogal
matrislerden elde edilmelerini kolaylastirir (Ralla T. S., 2018); (Ralla T. S., 2019).
Quillaja kabugu en ¢ok kullanilanlar arasindadir (Reichert, 2019). Ayrica maliyeti ve
siirdiiriilebilirligi nedeniyle gelecek vaat eden secgenekler olan atik iiriinlerde de

saponinler bulunmaktadir (Zhu ZhenBao, 2019).

Dogal emiilgatorlerin ve saponinlerin diinya ¢apinda artan 6nemi, aragtirmacilari
bu alanda ayrintili incelemeler yapmaya tesvik etmektedir. McClements ve Gumus

(2016) tarafindan yapilan bir arastirma da emiilsiyonlarin iiretimi ve stabilizasyonu icin
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cesitli dogal emiilgatorleri ele alinmis ve saponinler, fizikokimyasal 6zellikleri (arayiizey
gerilimi, kritik misel konsantrasyonu -CMC- ve arayiizey reolojisi) ve uygulamalarina

uygun c¢evresel kosullar araligi agisindan kisaca tanimlanmistir (McClements, 2016).

2.3.4.1. Nanoemiilsiyonlarda Kullanilan Saponinler
. Quillaja Saponinleri

Cevresel streslerin Quillaja saponaria tizerine etkisinin Yang ve dig. (2013)
tarafindan degerlendirildigi bir arastirmanin sonucunda ise 30° C ila 90° C sicaklik
araliklarinda, 300 mM NaCl'nin altindaki tuz konsantrasyonlarinda ve pH’m 3 ile 8
arasinda oldugu kosullarda kararli sistemlerle olugmaktadir. Bu stabilite, saponinin
damlaciklarinin birlesecek kadar yaklagsmasini 6nleyen giiglii bir kisa menzilli sterik itme
kuvveti kabiliyetine baglanabilir. Bununla birlikte, diisiik pH ve yiliksek tuz
konsantrasyonlarinda, oldukg¢a negatif yiiklii damlaciklar arasinda olusan Quillaja'nin
stabilite mekanizmas1 olan elektrostatik itmenin azalmasi nedeniyle dengesizlesme

gozlenmistir (Yang, 2013)

Piyasada emiilgator olarak kullanilan birkag saponin segenegi bulunmaktadir ve
bu segenekler neredeyse yalnizca Quillaja'dan tiiretilmistir (Reichert, 2019). Q-Naturale
(Ingredion, Bridge water, Nj'den) gida endiistrisindeki uygulamalar i¢in o6nde gelen
orneklerdendir. Uriin, sulu bir ¢ozelti i¢inde toz haline getirilmis veya ¢oziilmiis iki

formda sunulmaktadir (McClements, 2016).
. Yucca Saponinleri

Ralla ve dig. (2018) arastirmalar1 neticesinde Yucca saponinlerinin araylizey ve
emiilsifiye edici Ozellikleri ile gida endiistrisindeki uygulanabilirliklerinin yani sira,
nanoemiilsiyonlar iiretiminde de kullanilabildigini gosterilmistir. Yucca saponinin

bildirilen CMC'si agirlik¢a % 0,01 ile 0,1 arasindadir (Ralla T. S., 2018).

Ayrica, bu ekstraktlar, anti-enflamatuar aktivite, antiplatelet, antioksidan ve
antibakteriyel etkiler ve farkli mayalara kars1 biliylimeyi Onleyici aktivite gibi giiclii
biyolojik etkiler saglayan saponinler ve polifenollerin (6rnegin resveratrol, yuccaol ve

yuccaone) bir kombinasyonunu sunmaktadir (Ralla T. S., 2018).
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. Ginseng Saponinleri

NE’lerin iiretiminde, ginsenglere morfolojik benzerlik ve saponinlerdeki
zenginlik nedeniyle eklenen Panax ginseng L. (Ralla T. H., 2017) bitkisinin yaprak ve
govdesinden elde edilen ginseng 6zleri (Shu, 2018) tizerine ¢aligmalar yapilmistir. Tim
kaynaklar, emiilgator olarak potansiyel performanslarini kanitlayarak yiiksek yiizey
aktivitesine ve iyi stabiliteye sahip olduklarin1 géstermektedir. Piyasada ginseng, kisisel
bakim endiistrisinde sartlandirict bir madde olarak ve saglik yararlar1 nedeniyle enerji
iceceklerinde bir bilesen olarak sunulmaktadir (Oleszek W. &., 2010); (Tamamoto,
2010).

. Diger Saponin Kaynaklari

Yukarida bahsedilen kaynaklar, ekstraksiyon yoluyla dogrudan dogadan elde
edildikleri i¢in saponin alaninda emiilgator olarak en ¢ok kullanilanlardir. Bu sinifin diger
ornekleri arasinda Demir Dikeni (Tribulus terrestris), Cemen Otu (Trigonella foenum

graecum) ve Tavsanmemesi (Ruscus aculeatus) bulunur (Schreiner, 2022).

Bununla birlikte yazarlar tarimsal endiistriyel atiklardan veya yan {iriinlerden elde
edilen saponinlerle de ¢aligmiglardir. Ralla ve dig. (2019) tarafindan kirmizi pancar (Beta
vulgaris L.), ve yulaf kepegi’nin (Avena sativa L.), (2018) kullanim1 incelendiginde, elde
edilen her iki saponinin de dogal emiilgator olarak kullanilmak tizere gerekli performansi

gosterdigi sonucuna varilmistir (Schreiner, 2022).

Son olarak, genellikle atik olarak bertaraf edilen Camellia tohumu yag1 zengin bir
cay saponin kaynagidir. Daha siirdiiriilebilir ve ekonomik olarak uygulanabilir bir dogal

emiilgator kaynagi olusturmaktadir (Zhu ZhenBao, 2019).

2.3.5. Nanoemiilsiyonlar1 Hazirlama Yontemleri

2.3.5.1. Yiiksek Basin¢hh Homojenizasyon

Bu yontem, yag fazi, sulu faz ve yiizey aktif madde veya yardime1 yiizey aktif
madde igeren bir ¢ozeltiye yiiksek basing uygulanmasini igerir. Basing, 6zel bir cihaz olan
homojenizator kullanilarak uygulanir. Ancak bu yontemin bazi dezavantajlar1 vardir:
diisiik verimlilik, toplu iiretimde bilesenlerin bozulmasi ve fazla miktarda 1s1 olusumu.
Bu yontemle yalnizca %20'den az yag fazi igceren su iginde yag (Y/S) nanoemiilsiyonlari
tiretilebilir ve 200 nm’den kiigiik damlacik ¢apina sahip krem nanoemdiilsiyonlar bu

yontemle yapilamaz. Bununla birlikte, en yaygin kullanilan yontemdir (Gadhave, 2014).
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2.3.5.2. Spontan Emiilsifikasyon

Yag fazi igceren ve su ile karisabilen bir ¢oziiciide az miktarda yag bulunan bir
¢ozelti, ylizey aktif madde olmadan suya dokiildiigiinde spontan emiilsifikasyon olusur.
Yag damlaciklarmin ¢api, fazla yag ile suya karigabilen ¢oziicii oranina baghdir.
Ultrasonik ve yiiksek kesme yontemlerine alternatif olarak kullanilabilir. Ancak sinirh
miktarda yag dagitilabilir ve ¢Oziiciiniin her miktarda suyla ¢oziliniir olmas1 gerekir.

Ayrica, ¢Oziicliniin uzaklastirilmasi zor bir islemdir (Nishi T, 2012).
2.3.5.3. Ultrasonikasyon

NE hazirlamak i¢in en etkili yontemlerden biridir. Ultrasonikasyon teknigi ile
tipik bir emiilsiyon veya mikroemiilsiyonun damlacik boyutu kiigiiltiiliir. Ancak bu
yontemin dezavantaji, yalnizca kiigiik 6lgekli iiretimler i¢in uygun olmasidir. Sneh Priya
ve arkadaslari, en iyi NE formiilasyonu i¢in yardimci maddelerin se¢imini saglayan bir
tarama yontemi gelistirmistir. Model ilag olarak ketiapin fumarat kullanilmistir.
Ultrasonikasyon yontemi, prob sonikator kullanilarak gerceklestirilir. Yag, yilizey aktif
maddeler ve yardimet yiizey aktif maddelerin seviyeleri ayarlanarak istenilen 6zellikler

elde edilebilir (Ozgiin, 2013).
2.3.5.4. Faz inversiyon

Emiilsifikasyon yontemi sirasinda faz gecislerinden kimyasal enerji elde edilir ve
ince dagilim olusur. Sabit sicaklikta bilesim degisiklikleri veya sabit bilesimde sicaklik
degisiklikleri uygun faz gecislerini saglar. Faz Inversiyon Sicakligi (PIT) yéntemi,
sicakliga bagli olarak polietilen oksit tipi yiizey aktif maddelerin ¢oziintirliiglindeki
degisikliklere dayanir. Polimer zincirinin dehidrasyonu, sicaklik ytikseldik¢e bu yiizey
aktif maddenin lipofilik hale gelmesine neden olur. Diisiik sicakliklarda, yiizey aktif
madde tek tabakasi bliyiik pozitif kendiliginden egrilik gosterir ve yagla sismis misel

¢ozeltisi faz1 olusturur (Chaudhari PM, 2018).

2.3.5.5. Coziicii Yer Degistirme
Oda sicakliginda NE’ler, yagin asetona veya etanole benzer bir ¢oziiciide
¢oOziildiigii organik fazin, ylizey aktif madde igceren sulu faza dokiilmesiyle hazirlanabilir.
Kiiciik damlaciklar olusturmak igin yiiksek ¢oziicii-yag orani gereklidir. Bu islemle

¢Oziiciiniin uzaklastirilmas1 zahmetli olabilir (Bhatt P, 2011).
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2.3.5.6. Mikro Akiskanlastirma

Yiiksek basingli pozitif deplasmanli pompa kullanilarak, énceden karistirilmis
emiilsiyon (damlacik boyutu 10 pm’ye kadar kiigiiltiilmiis) paslanmaz ¢elik mikro
kanallardan (100 um) gegirilir ve gii¢lii bir ti¢ boyutlu akis (500-20.000 psi) olusturulur.
Bu islemle alt-mikron araliginda ¢ok kiigiik damlaciklar elde edilir. Onceden karistirilmis

emiilsiyon, istenilen damlacik boyutuna ulagsana kadar mikro akiskanlastiricida siirekli

olarak dolastirilir (Chaudhari PM, 2018).

2.3.6. Nanoemiilsiyon Stabilitesini Etkileyen Faktorler
NE stabilitesini etkileyen birka¢ O6nemli faktér bulunmaktadir. Bu faktorler,

emiilsiyonlarin uzun vadeli etkinligini ve performansini belirler.
2.3.6.1. Damlacik Boyutu

NE’lerin stabilitesi, damlacik boyutunun kiiciikliigliyle dogrudan iliskilidir. Daha
kiigiik damlacik boyutlari, yiiksek ylizey alani saglar, bu da aktif bilesenlerin daha iyi
dagilmasina ve emilim hizinin artmasina yardimei olur. Ancak, ¢ok kiigiik damlaciklar
zamanla birlesme egiliminde olabilir (koalesans), bu da stabiliteyi olumsuz etkiler (Kong,
2018).

2.3.6.2. Yiizey Aktif Maddeler ve HLB Degeri

Yiizey aktif maddelerin tipi ve konsantrasyonu, emiilsiyonun stabilitesini
belirleyen 6nemli bir faktordiir. Yiiksek HLB (Hydrophilic-Lipophilic Balance) degeri,
suyun i¢inde yag emiilsiyonlarinin stabilitesini arttirirken, diisitk HLB degeri yag i¢inde
su emiilsiyonlarinda etkilidir. Yiiksek HLB degeri, emiilsiyonlarin flokiilasyon
(topaklanma) ve koalesans gibi sorunlarla karsilasmasini engelleyebilir (McClements,
2011; Lemke et al., 2021).

2.3.6.3. Sicaklik ve pH

NE’ler, sicaklik ve pH degisikliklerine karsi hassas olabilir. Sicaklik artisi,
bilesenlerin ¢oziiniirliiklerini etkileyerek emiilsiyonun bozulmasina yol acabilir. Ayrica
pH degisiklikleri, yiizey aktif maddelerin 6zelliklerini degistirebilir ve bu da stabiliteyi
bozabilir (Ray et al., 2020).
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2.3.6.4. Elektrostatik ve Sterik Stabilizasyon

NE’lerin stabilitesinde elektrostatik ve sterik stabilizasyon mekanizmalari
onemlidir. Elektrostatik stabilizasyon, partikiiller arasindaki itme kuvveti ile saglanirken,
sterik stabilizasyon, ylizey aktif maddelerin olusturdugu bir kaplama ile saglanir. Bu

mekanizmalar, damlaciklarin birlesmesini ve ¢okmesini engelleyebilir (Cai et al., 2020).
2.3.6.5. Yardima Yiizey Aktif Maddeler

Emiilsiyonun stabilitesini artiran ve fazlar arasindaki gerilimi diisiiren
maddelerdir. Bu maddeler, emiilsiyon sistemlerinin daha uzun siire stabil kalmasina

yardimect olabilir (Kong et al., 2018).
2.3.6.6. Elektrokinetik Ozellikler

NE’lerin stabilitesi, bilesenlerin elektrokinetik 6zellikleriyle de iligkilidir. Zeta
potansiyeli, emiilsiyon damlaciklarinin birbirine yaklasma veya ¢okme egilimlerini
belirler. Yiiksek zeta potansiyeli, damlaciklar arasinda kuvvetli itme kuvveti olusturur ve

bu da stabiliteyi artirir (McClements, 2011).

2.3.7. Nanoemiilsiyonlarin Karakterizasyon Yontemleri
2.3.7.1. Damlacik Boyutu

NE vesikiillerinin damlacik boyutu dagilimi, 151k sagilimi veya elektron
mikroskobu kullanilarak belirlenebilir. Ancak, bu yontem NE’lerin stabilitesini tahmin

etmekte en iyi yontem olarak kabul edilir (Ozgiin, 2013).
2.3.7.2. Zeta Potansiyeli

Zeta potansiyeli, partikiillerin siviya batirildiginda yiizey yiiklerini belirlemek i¢in
kullanilir. Zeta potansiyeli, bir ilacin, polimerin veya tasiyicinin fiziko-kimyasal bir
ozelligidir ve dagilma stabilitesini tahmin etmek igin kullanilir. Degeri, elektrolitlerin
varlig1 ve onlarin adsorpsiyonuna bagli olarak belirlenir. Malvern Zetasizer cihazi bu
6l¢iim icin kullanilir. NE, zeta potansiyelini belirlemek i¢in seyreltildiginde, bu deger,
yag damlaciklarinin elektroforetik hareketliligine dayanarak hesaplanir. NE’nin fiziksel
stabilitesini saglamak i¢in 30 mV'luk bir zeta potansiyelinin yeterli oldugu

diistiniilmektedir (Gurpreet K, 2018).
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2.3.7.3. Viskozite Olciimii

Formiilasyonlarin viskozitesi, reolojik 6zelliklerini belirlemek i¢in incelenir. Bu
islem, 30°C'de 100 rpm hizla donen CPE 61 spindle kullanilarak Brookfield Rheometer
viskometresiyle yapilir. Sonuglar ti¢ kez alindiginda ortalama hesaplanir (Kotta S, 2015).

2.3.7.4. Tlac icerigi

Onceden tartilmis NE, uygun bir ¢oziiciiyle ¢oziilerek ¢ikarilir ve bu ekstrakt, bir
ilag standardi ¢ozeltisi ile karsilastirilir. Karsilastirma, spektrofotometre veya HPLC

kullanilarak yapilir (Bhatt P, 2011).
2.3.7.5. Kirilma indeksi

Kirilma indeksi, NE’nin izotropik dogasini agiklamak i¢in kullanilabilen bir optik
ozelliktir ve ozellikle ilag ile eksipiyanlar arasindaki kimyasal etkilesimi belirler. Farkli
tiretim yontemleri ile olusturulan formiilasyonlarin kirilma indeksleri arasinda 6nemli bir
fark yoktur (p > 0.05). Tim NE formiilasyonlarinin kirtlma indeksi, suyun kirilma

indeksine yakin 1.42'dir. Bu, homojen NE yapisin1 gésterir (Sharma N, 2010).
2.3.7.6. Faz Davramsi1 Cahismasi

Bu arastirmanin amaci, bilesenleri (ylizey aktif madde, yag fazi ve su fazi)
karakterize etmek ve optimize etmektir. NE fazin1 ve dagilimini belirlemek i¢in faz
doniistimii sicaklig1 (PIT) yontemi ve kendiliginden emiilsifikasyon yontemiyle yapilan
caligmalar gereklidir. Deney, farkli NE bilesenlerini cam ampolara yerlestirip belirli bir
sicaklikta belirli bir siire homogenize ederek dengeye ulasana kadar yapilir. Polarize 151k,

anisotropik fazi gosterebilir (Chellapa P, 2015).

2.3.8. Nanoemiilsyonlarin Kozmetikte Uygulama Alanlar

NE’lerin diisiik viskozitesi ve seffafligi, onlarnt kozmetik endiistrisinde
kullanilmak i¢in cazip kilan estetik 6zelliklerden biridir. Bunun yani sira, 200 nm'nin
altindaki kii¢iik boyutlardaki damlaciklar1 ile NE’ler, aktif bilesenlerin cilde daha iyi
iletilmesini saglayan yliksek yiizey alanina sahip olup, bu 6zellik kozmetikte oldukca
talep gormektedir. NE’ler, makroemiilsiyonlara kiyasla kozmesotik endiistrisinde
oldukga pratik olup, dogal olarak olusan krema, ¢okelme, flokiilasyon veya birlesme

sorunlarmi ortadan kaldirir. Uretim siirecinde yiiksek enerjili ekipmanlar kullanarak,
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potansiyel olarak tahrig edici ylizey aktif maddelerin kullanimi1 azaltilabilir veya tamamen
Onlenebilir. Nano-jel teknolojisi, yagda-su konsantresinden mini-emiilsiyonlar
olusturmak i¢in Onerilmis ve bu, trans-epidermal su kaybini en aza indirmeye, cilt
korumasini artirmaya ve aktif bilesenlerin gegisini saglamaya uygundur (Mansour, Rhee,
& Wu, 2009). Bu, giines bakimi iiriinleri, nemlendiriciler ve anti-aging kremleri igin

faydal1 olacaktir, ¢iinkii cilt bakim formiilasyonlarina iyi bir cilt hissi kazandirir.

Emiilsiyonlar kozmetiklerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ilag¢ merhemleri
cilde derinlemesine niifuz edebilse de, kozmetik {iriinler yalnizca cildin yiizeyine
(epidermis) uygulanmak iizere tasarlanmistir. Kozmetikte en yaygin kullanilan emiilsiyon
tirleri yag icinde su (S/Y) veya su i¢inde yag (Y/S) emiilsiyonlaridir. NE’ler,
damlaciklarin kiigiik boyutu ve ciltten su kaybini azaltma yetenekleri nedeniyle, aktif
bilesenlerin kolayca emilmesini saglayarak etkili bir etki sagladiklart i¢in kozmetik
endiistrisinde krem, nemlendirici ve losyonlar seklinde yaygin olarak kullanilir. NE’lerin
kozmetikte kullaniminin avantaji, kiigiik damlacik boyutu ve krema ve flokiilasyonun
olmamasi, bunlar antigen sunan hiicreler tarafindan alim kolaylig1 saglar ve bu da iirlinii

daha rafine hale getirir (Chellapa, Ariffin, & Issa, 2016).

NE'ler, kozmetiklerde etkili bir tasiyici araci olarak kullanilmaktadir. NE'ler,
trans-epidermal su kaybini azaltacaktir. Kemira nano jel-NE bazli tasiyici sistemi,
kozmetik amaclar i¢in patentli bir sistemdir; bu sistem, cilt hiicre iiretimini ve aktif
farmasotik bilesenlerin (API) gecisini iyilestirecek ve i1yi bir cilt hissi saglayacaktir
(Guglielmini, 2008). Topikal uygulama, kendi basina bir¢ok avantaj sunar ve NE'lerle
birlestirildiginde, bu formiilasyon ila¢ tasima sistemini gelistirebilir. Bu, ilaglarin
karaciger ilk ge¢is metabolizmasini atlayabilir ve iligkili toksisite etkilerini dnleyebilir.
Bir karsilastirmali ¢alisma, 1 saat sonra, NE'lerin nemlendirme giiciiniin viicut siitii ve
viicut suyuna gore daha yiiksek oldugunu gostermistir; 24 saat sonra, sonuglar, NE'lerin

diger iki iiriine kiyasla uzun siireli etkisini gostermistir (Chellapa, Ariffin, & Issa, 2016).

2.4. Nanoemiiljeller

Bir¢ok faydasina ragmen, NE’nin diislik viskozitesi nedeniyle yayilabilirlik ve
ciltte tutunma sorunlari bulunmaktadir (Khurana S, 2013). Bu dezavantajlar, NE
platformlarinin topikal uygulamalar i¢in terapotik kullanimini sinirlamaktadir. Bu soruna
¢cOziim olarak, bir jel sistemi entegrasyonu Onerilmistir. Jeller, bir polimer ile biiyiik

miktarda su veya hidroalkolik bazin birlestirilmesiyle yapilir. Bu agda daha fazla su
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icerigi oldugundan, krem veya merhemlere kiyasla daha hizli bir ilag ¢oziinmesi ve
salinimi saglar. Hidrojelin bir dezavantaji, hidrofobik molekiilleri yapisina entegre
edememesidir. NE ve jel ¢ercevesinin karistirilmasiyla, nanoemiiljel formiilasyonu, hem
nanoemiilsiyonun hem de hidrojelin dezavantajlarin1 ¢ozmektedir. Hidrofobik bilesikler
once NE’nin yag fazmna eklenebilir ve ardindan jel bazina ilave edilebilir. Topikal
nanoemiiljel formiilasyonlari, yagi olmayan, tahris etmeyen ve iyilestirilmis ila¢ salinim
Ozellikleri ile hasta uyumunu artirabilir. Hidrojel matrisinin homojen davranisi ve kivami

nedeniyle, nanoemiiljeler son yillarda popiilerlik kazanmaktadir (Alaa R. Azeez, 2021).

2.4.1. Nanoemiiljellerin Avantajlar:

Nanoemiiljeller, nano boyutlu emiilsiyon damlaciklarinin uygun bir jellestirici
ajan eklenerek jellestirildigi emiilsiyon bazli topikal jel formiilasyonlaridir.
Nanoemiiljeller hem NE hem de jel bazi igerdiklerinden ilag tasima sistemleri i¢in uygun
secenekler arasinda yer alir. Nanoemiiljelin NE bileseni, aktif maddeyi enzimatik
bozunma ve hidroliz gibi reaksiyonlardan korur. Jel bazi ise su fazinin viskozitesini
artirarak yiizey ve ara yiizey gerilimini azaltir, bdylece emiilsiyona termodinamik stabilite
kazandirir.

Uygun gecirgenlik artiricilar kullanildiginda, nano boyutlu damlaciklar ilacin cilt
gecirgenligini ve yayilabilirligini artirarak formiilasyonun etkinligini yiikseltebilir. Bu
kombinasyon, nanoemiiljelleri hem stabil hem de etkili bir ilag tagima sistemi yapar

(Ozakar, 2022).

2.4.2. Nanoemiiljellerin Stimrhhklar:

Nanoemiiljeller, bir¢ok avantaja sahip olmasina ragmen, bazi sinirliliklar ve
zorluklar1 da barindirir. Zamanla, NE damlaciklar1 birleserek koalesans veya faz
ayrigmasina neden olabilir. Bu durum, nanoemiiljelin raf Omriinii ve etkinligini
azaltabilir. Yiksek sicaklik veya pH degisimleri gibi cevresel kosullar stabiliteyi
etkileyebilir (Ozakar, 2022).

Nanoemiiljellerin hazirlanmasi igin yiiksek enerjili ultrasonikasyon veya yiiksek
basinglt homojenizasyon gibi 6zel cihazlar gereklidir. Bu yontemler maliyetli ve
karmagiktir. Optimum formiilasyon parametrelerinin bulunmasi, zaman alic1 ve deneysel
caligmalara dayanir. Uygun jellestirici ajan ve yiizey aktif madde oranlarinin belirlenmesi
zor olabilir. Yanlis oranlar, jel yapisinin bozulmasina veya ilag saliminda tutarsizliklara

yol agabilir (Hiilya ilyasoglu, 2010).
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Baz1 aktif bilesenlerin molekiil yapist veya lipofilik o6zellikleri nedeniyle,
nanoemiiljellerin cilt gegirgenligi smurli kalabilir. Derinin farkli bolgelerindeki

gecirgenlik farklari, formiilasyonun etkinligini etkileyebilir (Ozakar, 2022).

Kullanilan bazi ylizey aktif maddeler veya penetrasyon artiricilar, uzun siireli

kullanimda ciltte irritasyona veya toksisiteye neden olabilir (Hiilya ilyasoglu, 2010).

Jel yapisindaki sertlik veya viskozite, siirlilme kolayligini ve hasta uyumunu

etkileyebilir (Ozakar, 2022).

Nanoemiiljellerin uzun siire stabil kalmasi i¢in uygun depolama kosullart
gereklidir. Yanlis depolama, formiilasyonun fiziksel 6zelliklerini bozabilir (Hiilya

Ilyasoglu, 2010).

Nanoemiiljeller, ilag tasima sistemleri agisindan yenilik¢i ¢6ziimler sunsa da
stabilite, tretim maliyeti, formiilasyon optimizasyonu ve potansiyel toksisite gibi

siirliliklara sahiptir (Ozakar, 2022; Hiilya ilyasoglu, 2010).

2.4.3. Nanoemiiljellerin Hazirlanmasi
Nanoemiiljel gelistirilmesi, olusturulmus bir NE’nin uygun bir jel baziyla

birlestirildigi ¢ok adimli bir siiregtir.

Jel bazini hazirlamak igin, polimer saf suya serpilir ve bir mekanik karigtiric ile
siirekli olarak karistirilir (de Oca-Avalos MM, 2017). Jellestirici ajan hazirlandiktan
sonra, NE ve jel belirli oranlarda birlestirilir ve stirekli karistirilarak bir nanoemuljel
formiile edilir. Su i¢inde yag (Y/S) veya yag ic¢inde su (S/Y) NE’si, farkli polimerik
jellestirici ajanlarmn yardimiyla kivamli ve yari1 kati nanoemiiljellere doniistiirtiliir

(Sengupta P, 2017).
2.4.4. Nanoemiiljellerin Karakterizasyonu
2.4.4.1. Gorsel Kontrol

Hazirlanan nanoemuljel, rengi, goriiniimii ve homojenligi tespit etmek i¢in gorsel

olarak kontrol edilebilir (Soliman WE, 2021).
2.4.4.2. pH Olciimii

Nanoemuljelin pH", kullanim alanina gore degisir; drnegin, insan cildinin pH"

4.5 ile 6 arasinda oldugu bilinmektedir (Upadhyay DK, 2020).
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2.4.4.3. Viskozite Belirleme

Jelin viskozitesi, etkin bir sekilde cilde uygulanabilmesi i¢in 6nemlidir. Viskozite,
stvinin akisa karst gosterdigi direnci tanimlar ve yliksek viskozite, daha fazla akisa karsi
diren¢ anlamina gelir. Sivilar genellikle Newtonian ve non-Newtonian sistemler olarak
simiflandirilir. Newtonian akista, daha yiiksek viskoziteye sahip sivilar, belirli bir kesme
hiz1 olusturmak i¢in daha fazla kuvvet gerektirir. Non-Newtonian akista ise viskozite,

farkli kesme hizlarina gére degisir (Yang L, 2019).
2.4.4.4. Yayilabilirlik Ol¢iimii

Gelistirilen formiilasyonun terapétik etkinligi, topikal preparatin yayilabilirligi ile
belirlenecektir. Jelin, uygulama alanina cilt iizerinde kolayca yayilmasi ve etkilenen
bolgeyi kaplamasi, yayilabilirlik olarak adlandirilir. Nanoemuljelin 'Kayma' ve
'Stirtinme' 6zellikleri, yayilabilirliklerini belirlemek i¢in kullanilir (Bhura R, 2015).

2.4.4.5. Damla Boyutu Ol¢iimii ve Polidispersite Indeksi (PDI)

Damla boyutu genellikle dinamik 151k sagilma (DLS) yontemi ile belirlenir.
Polidispersite indeksi (PDI) ol¢limii, hazirlanan NE igindeki damla boyutunun

homojenligini gosterir (Anand K, 2019).
2.4.4.6. Zeta Potansiyeli

Nanoemuljel, nanoemiilsiyon ve bir jellestirici ajandan olustugu igin,
formiilasyon, farkli yiizey aktif bilesenlerin varlig1 nedeniyle elektriksel yiik alabilir

(Anand K, 2019).
2.4.4.7. Nag Icerigi

llag igerigi, hazirlanan formiilasyondaki toplam ilag miktarm belirleyen gok
onemli bir parametredir ve yiiksek ilag igerigi, iiretim sirasinda ilag kaybinin az oldugunu

gosterir (Upadhyay DK, 2020).
2.4.4.8. Hizlandirilmis Stabilite Calismasi

Hizlandirilmis stabilite caligmasi, Uluslararasi Uyumluluk Konseyi (ICH)
yonetmeliklerine gore yapilmalidir. Formiilasyonlar, 37+2°C, 45+2°C ve 60+2°C
sicakliklarinda 3 ay boyunca bekletilmelidir. Ornekler, ilag igerigini belirlemek igin
uygun bir analitik prosediir kullanilarak her iki haftada bir test edilmelidir. Jelin pH'indaki

degisim veya ilag bozulmasi, stabiliteyi 6l¢mek icin kullanilir (Malay NJ, 2018).
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2.4.5. Nanoemiiljellerin Kozmetikte Uygulama Alanlari
Nanoemiiljeller, kozmetik endiistrisinde giderek daha fazla uygulama alani
bulmaktadir. Nano boyutlu damlaciklar sayesinde bu sistemler, cilt ve sa¢ bakiminda

etkili tagiyicilar olarak 6ne ¢ikar.

Nanoemiiljeller, cilt yaslanmasini1 geciktiren retinol, vitamin C ve E gibi aktif
bilesenlerin cilt altina etkili sekilde tasinmasini saglar. Daha iyi penetrasyon, ince ¢izgi

ve kirigikliklarin gériiniimiinii azaltabilir (Vaibhav Gupta, 2022).

Nanoemiiljeller, nemlendirici bilesenlerin derinin alt tabakalarina kadar

ulagmasini kolaylastirarak uzun siireli nemlendirme saglar (Vaibhav Gupta, 2022).

Nanoemiiljeller, UV filtrelerinin homojen dagilmasimi saglar ve cilt iizerinde
beyaz kalint1 birakmadan daha etkili koruma sunar. Ayrica, suya dayanikli
formiilasyonlar i¢in idealdir. Giines koruyucularda kullanilan aktif bilesenler,

nanoemiiljel yapisinda oksidasyona karsi daha stabil hale gelir (Nitulescu, 2023).

Salisilik asit veya benzoil peroksit gibi aktif maddeler nanoemiiljellerle formiile
edildiginde ciltte daha hizli ve kontrollii bir sekilde salinir. Nanoemiiljeller, kurkumin
gibi dogal anti-enflamatuar ajanlarin etkinligini artirabilir ve akne nedeniyle olusan

kizariklik ve sisligi azaltabilir (Vaibhav Gupta, 2022).

Nanoemiiljeller, sa¢ koklerine derinlemesine niifuz eden ve sag¢ biiylimesini
destekleyen aktif bilesenleri tagimak ic¢in kullanilir. Antifungal veya anti-enflamatuar
bilesenler iceren nanoemiiljeller, sa¢ derisi sagligini tyilestirir ve kepek sorunlarini azaltir

(Hamed, 2024).

Nanoemiiljeller, pigmentlerin ve nemlendirici bilesenlerin cilde daha esit
dagilmasini saglar, boylece uzun siireli kalicilik ve piiriizsiiz bir goriiniim elde edilir.
Dudak nemlendiricileri ve renklendiricilerde kullanilan nanoemdiiljeller, besleyici

yaglarin ve vitaminlerin etkinligini artirir (Hamed, 2024).

Nanoemiiljeller, koku molekiillerinin kontrollii salinimini saglayarak parfiimiin
daha uzun siire kalic1 olmasii saglarken, nanoemiiljel formundaki deodorantlar, hassas

ciltler i¢in uygun ve tahris riskini azaltan formiilasyonlar sunar (Hamed, 2024).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullanilan Alet ve Malzemeler

Kullanilan alet ve malzemeler Tablo 3.1’de gosterilmistir.
Tablo 3-1: Kullanilan alet ve malzemeler

Kullamlan Kimyasal Maddeler

Hassas terazi- AND GR-200 — Japonya

Mikropipet- Ependorf- Almanya

Mekanik karigtirici- Wise Stir HS-100D, DAIHAN Scientific Co.Ltd-Giiney
Kore

Santrifiij cihazi- Niive ve San. Malz. Im ve tic. A.S.- Tiirkiye

Buzdolabi- Indesit-italya

Distile su cihazi- PureLAB UV/UF lonpure- ABD

Iklimleme kabini- Niive ve San. Malz. Im ve tic. A.S.- Tiirkiye

Damlacik biiyiikliigii dl¢iim aleti- ZetaSizer Nano ZS, Malvern Inst. -Ingiltere
pH Metre- HANNA (Hanna edge multiparametre) — ABD

lletkenlik &l¢iim cihazi- HANNA (Hanna edge multiparametre) — ABD
Ultrasonikator- Vibra-Cell, SONICS, Sonics&Materials, Inc.- ABD

Viskozimetre- Brookfield DV3T- Brookfield Engeneering Lab.-ABD

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Kullanilan kimyasallar Tablo 3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3-2: Kullamlan kimyasallar

Kullanilan Kimyasal Maddeler
Transcutol HP- Gattefossé

Biberiye (Rosmarinus Officinalis) ugucu yagi —Nu-Ka marka
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Kaprilik /Kaprik Trigliserid - Croda

Sensiva PA 30— Schiilke Inc.

DL-alfa tokoferol asetat- Sigma Aldrich

Quillaja Saponaria Wood Extract (ANDEAN QDP Ultra Organic, Desert King)
Ksantan zamki (VANZAN® NF-C, Vanderbilt Minerals)

3.2.Yontemler

3.2.1. Nanoemiilsiyon Formiilasyonlarinin Tasarlanmasi

Calismamizda ilk olarak biberiye ucucu yagi kullanilarak  Y/S tipi NE
formiilasyonlar1 hazirlandi. Yag Fazi:Yiizey etkin madde karisim orant (YF:Smix); 1:1;
1:1,5; 1:2 oranlar1 olacak sekilde denemeler yapildi. Formiilasyonlar hazirlanirken
ultrasonik homojenizator uygulama siiresi (10 dak. ve 20 dak.) gbz oniine alinmig olup
yapilan farkli denemeler sonucu istenilen damlacik boyutuna sahip olan formiillerle

calismaya devam edildi.

3.2.1.1. Y/S Tipi Nanoemiilsiyon Bilesenlerinin Se¢imi
Etken Madde Oraninin Belirlenmesi: Biberiye ugucu yagi icin konsantrasyonu

icin % 4,5 olmak tizere ¢alismalar yapildi.

Yiizey etken madde ve yardimci diger etken maddelerin tiirii ve miktarmmin
belirlenmesi: Calismalarda ve ANDEAN QDP Ultra Organic (siirfaktan) ve Transcutol®
HP (kosiirfaktan) karisimi (Smix) kullanildi. Yag fazi olarak, biberiye ugucu yagmin yani
sira kaprilik/kaprik trigliserid, antioksidan madde olarak DL-alfa tokoferol asetat,

koruyucu olarak ise Sensiva™ PA30 kullanildi.

Kanstirma Hizi ve Siiresinin Belirlenmesi: Calismalarda yiiksek enerji
gerektiren ultrasonikasyon yontemi kullanildi. F1, F2 ve F3 olmak {izere 3 farkli
formiilasyon serisi denendi. Ultrasonikatoriin band genisligi %50 olarak belirlendi.
Ultrasonikasyonun amplitiit ayar1 fazla 1sinmay1 6nlemek amaclh 30 saniye calisip 30
saniye duracak sekilde ayarlandi. Bu yontemle NE’lerin en iyi karistirma siiresinin
belirlenmesi i¢in proses olarak 10 dakika (P1) ve 20 dakika (P2) siireleri boyunca

ultrasonikasyon uygulandi.
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3.2.1.2. Y/S Tipi Nanoemiilsiyon Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Y/S tipi NE’ler asagida belirtilen sekilde hazirlanmistir:

1.

2.

Hazirlanacak iirtin kozmetik bir nanoemiiljel olacagindan dolay1 bitkisel ve
dogal icerikli maddelerin uygun konsantrasyonlarda formiilasyon bilesiminde

kullanilmasina dikkat edildi.

Yag fazim1 olusturan biberiye ugucu yagi, DL-alfa tokoferol asetat,
kaprilik/kaprik trigliserid, Sensiva™ PA30, kosurfaktan (Transcutol HP) ve
su fazin1 olusturan siirfaktan (ANDEAN QDP Ultra Organic) ve distile su

ayr1 beherlerde hassas terazide tartildi.

Su fazinda yer alan ANDEAN QDP Ultra Organic iyice karistirildiktan sonra
sonra su fazi yag fazina yavas yavas ilave edildi ve formiilasyon cam bagetle

karistirildi.

Her formiilasyon serisi i¢in ayn1 formiilasyon bilesiminden 3 kez hazirlandi

ve her drnege asagidaki islemlerden biri uygulandi:
proses igin sonikasyon siiresi 10 dak.

proses i¢in sonikasyon siiresi 20 dak.

Tablo 3.3’te on formiilasyon denemelerinde hazirlanan formiilasyonlarin bilesimlerini

iceren bilgiler yer almaktadir.

Tablo 3-3: : On formiilasyon denemelerinde hazirlanan nanoemiilsiyonlarin bilesimi ve

ultrasonikasyon siireleri

(Y%ala) F1P1 F1P2 F2P1 F2P2 F3P1 F3P2
YAG FAZI

Biberiye yagi 45 45 45 45 45 4,5
DL-alfa tokoferol asetat | 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Kaprilik/kaprik 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
trigliserid

Sensiva® PA 30 2 2 2 2 2 2
Kosiirfaktan 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50

(Transcutol HP)

SU FAZI
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Siirfaktan (Quillaja

Saponaria Wood

Extract (ANDEAN 1 1 2,00 2,00 3,00 3,00
QDP Ultra Organic)

Distile su 89 89 88 88 87 87
Ultrasonikasyon siiresi | 10 dk 20 dk 10 dk 20 dk 10 dk 20 dk

3.2.2. Nanoemiilsiyon Formiilasyonlar1 Uzerinde Yiiriitiilen Calismalar

Hazirlanan formiilasyonlar, hizlandirilmis stabilite testlerinden santrifiij testi ve
termal stabilite tabi tutuldu. Testler 6ncesinde ve sonrasinda, formiilasyonlarin damlacik
boyutlari, PDI ve zeta potansiyeli dl¢limleri yapildi. Bu parametrelerdeki degisiklikler,

testlerin dncesi ve sonrasindaki verilerle karsilagtirilarak incelendi.

3.2.2.1. Nanoemiilsiyon Santrifiij Testi

Hazirlanan NE’ler ilk olarak santrifiij cihazinda 3500 rpm’de 30 dakika boyunca
santrifiijlendi. Siire sonunda formiilasyonlarda faz ayrimi, koalesans, sedimentasyon ve
kremalagsma olup olmadigi organoleptik olarak kontrol edildi ve muhtemel stabilite
problemleri agisindan degerlendirildi. Formiilasyonlarin ayrica damlacik boyutlari, PDI

ve zeta potansiyeli dl¢timleri alindi. Stabil olmayan formiilasyonlar elendi.

3.2.2.2. Nanoemiilsiyon Termal Stabilite Testi

Termal test igin WiseBath® su banyosu kullanilarak teste baslandi.
Formiilasyonlar sirasiyla 30 dakika boyunca farkli sicakliklarda (45, 65, 85 °C) bekletildi
(J. Xu, 2018). Testin sonunda, formiilasyonlar organoleptik gozlemlerle faz ayrima,
koalesans, sedimentasyon ve kremalagma agisindan kontrol edildi ve potansiyel stabilite
sorunlar1 degerlendirildi. Ayrica, formiilasyonlarin damlacik boyutlari, PDI ve zeta

potansiyeli Ol¢iilerek stabilite sorunlar1 gosteren formiilasyonlar elendi.

3.2.2..3. Nanoemiilsiyon Damlacik Boyutu, Polidispersite indeksi ve Zeta
Potansiyeli Ol¢iimleri

Calisilan NE formiilasyonlarinin damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyel
Ol¢timleri, 151k sagilimi1 prensibine dayanan Malvern Zetasizer Nano ZS cihazi
kullanilarak yapilmistir. Olgiimler {ic kez tekrarlanmis ve elde edilen sonuglarin
ortalamast alinmistir. Formiilasyonlar, damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli

Olgtimleri i¢in 1/100 oraninda distile su ile seyreltilerek analiz edilmistir.
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3.2.3. Nanoemiiljel Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Biberiye yag1 yiiklii NE formiilasyonlar1, nanoemiiljel formiile etmek i¢in secildi.
Secilen NE formiilasyonlar1 ve %1 ve %2 ksantan zamk1 polimer konsantrasyonuna sahip
polimerik jel baz1 1:1 oraninda manyetik karistirict kullanilarak 500 rpm'de 30 dakika
boyunca karistirildi. Sikisan havanin ortadan kaldirilmasi igin formiilasyonlar 24 saat
bekletildi.

3.2.4 Nanoemiiljel Formiilasyonlar1 Uzerinde Yiiriitiilen Calismalar

Hazirlanan formiilasyonlar, hizlandirilmis stabilite testlerinden santrifiij testi ve
termal stabilite testine tabi tutuldu. Bu testler 6ncesinde ve sonrasinda formiilasyonlarin
damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli Ol¢iimleri alindi ve bu parametrelerdeki

degisiklikler degerlendirildi.

3.2.4.1. Nanoemiiljel Santrifiij Testi

Hazirlanan nanoemiiljeller ilk olarak santrifiij cihazinda 3500 rpm’de 30 dakika
boyunca santrifiijlendi. Siire sonunda formiilasyonlarda faz ayrimi, koalesans,
sedimentasyon ve kremalasma olup olmadigi organoleptik olarak kontrol edildi ve
muhtemel stabilite problemleri agisindan degerlendirildi. Formiilasyonlarin ayrica

damlacik boyutlari, PDI ve zeta potansiyeli 6l¢timleri alindi.
3.2.4.2. Nanoemiiljel Termal Stabilite Testi

Termal test igin WiseBath® su banyosu kullanilarak teste baslandi.
Formiilasyonlar sirastyla 30 dakika boyunca farkli sicakliklarda (45, 65, 85 °C) bekletildi
(J. Xu, 2018). Testin sonunda, formiilasyonlar organoleptik gozlemlerle faz ayrim,
koalesans, sedimentasyon ve kremalagma agisindan kontrol edildi ve potansiyel stabilite
sorunlar1 degerlendirildi. Ayrica, formiilasyonlarin damlacik boyutlari, PDI ve zeta

potansiyeli dlgiilerek stabilite sorunlar1 gosteren formiilasyonlar elendi.
3.2.4.3. Nanoemiiljellerin Fizikokimyasal Stabilite Calismalari

Fizikokimyasal stabilite testleri i¢in belirlenen nanoemiiljel formiilasyonlari, ii¢
farkli saklama kosulunda (oda sicakligi: 25 £+ 2 °C ve %60 nem, iklimlendirme kabini: 40
+ 2 °C ve %75 nem, buzdolab1: 5 + 2 °C) 1 ay boyunca muhafaza edilerek incelenmistir.
1. giin ve 1. ay sonunda formiilasyonlarin organoleptik o6zellikleri degerlendirilmis;
ardindan pH, iletkenlik, viskozite, ortalama damlacik capi, polidispersite indeksi (PDI)

ve zeta potansiyeli analizleri gerceklestirilmistir.
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3.2.4.3.1. Nanoemiiljel Damlacik Boyutu, Zeta Potansiyeli ve Polidispersite
Indeksi Olg¢iimleri

Calisilan nanoemiiljel formiilasyonlarinin damlacik boyutu, PDI ve zeta
potansiyel dlglimleri, 151k sagilimi prensibine dayali olarak ¢alisan Malvern Zetasizer
Nano ZS cihaz ile yapilmistir. Olgiimler, ii¢c kez tekrarlanmis ve elde edilen verilerin
ortalamas1 alimmustir. Formiilasyonlar, damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli
analizleri i¢cin 1/100 oraninda seyreltilerek incelenmis olup, 1. giin ve 1. ay sonunda ayni1

metod ile 6l¢ilim alinarak kaydedildi.

3.2.4.3.2. Nanoemiiljellerin pH ve iletkenlik Olciimleri

Nanoemiiljellerin pH degerleri, 25 + 2 °C’de tasmabilir Hanna Edge
multiparametre cihazi ile, seyreltilmeden dogrudan 6l¢iildii. Elektriksel iletkenlik ise ayni
cihazda, iletkenlik probu kullanilarak 25 + 2 °C’de analiz edildi. iletkenlik testi,
nanoemiiljellerin farkli ortam kosullarina ve zaman faktoriine bagl olarak faz degisimi

olup olmadigini belirlemek amaciyla gerceklestirildi.

3.2.4.3.3. Nanoemiiljellerin Vizkozite Ol¢ciimleri

Hazirlanan nanoemiiljel formiilasyonlarinin viskozite 6l¢timleri Brookfield DV
3T viskozimetre cihazi ile CP40 mili kullanilarak 25 °C’de 10 rpm, 20 rpm, 30 rpm, 40
rpm, 50 rpm, 60 rpm, 70 rpm, 80 rpm, 90 rpm ve 100 rpm kayma hizlarinda
gergeklestirildi.

3.3. In Vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Bu calismada planlanan in-vitro sitotoksisite ve antiviral etkinlik testleri, Selguk
Universitesi ~ Veteriner ~ Fakiiltesi ~ Viroloji ~ Anabilim Dali Laboratuvari'nda
gerceklestirilmistir. Calisma kapsaminda, virilis ¢ogaltma, konsantrasyon doz ¢alismalari
ve enfeksiydzite gii¢ tayini gibi in-vitro laboratuvar analizleri i¢in Yesil Maymun hiicre
kiiltiirii (Vero) ve Herpes Simplex-1 (HSV-1) Kos susu, Selcuk Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali hiicre kiiltiirii ve virlis koleksiyonundan temin
edilmistir.

3.3.1. Vero Hiicre Kiiltiirii ve HSV-1

Vero hiicrelerinin iiretimi ve virlis ¢cogaltma islemleri, F12 Ham/Dulbecco's

Modified Eagle Medium (DMEM) ortaminda, 37 °C sicaklikta ve %5 CO:2 iceren
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inkiibatorde yapilmistir. Hiicre kiiltlirlerinin hazirlanmasinda, %10 fetal bovine serum
(FBS), %1 antibiyotik ve %1 L-glutamin iceren hiicre {iretim ortam1 (HUV)
kullanilmistir. HSV-1 viriisiiniin ¢ogaltilmasi igin ise %2 FBS, %] antibiyotik ve %1 L-
glutamin igeren viriis ¢ogaltma ortami (VCV) tercih edilmistir.
3.3.2. Cahsilan Numuneler

Antiviral ¢alismalar ve sitotoksite arastirmalarininda kullanilacak olan biberiye
ucucu yagr Nu-Ka adli bir firmadan temin edilmistir. Biberiye ugucu yagi igeren
nanoemiiljel formiilasyonlar1 hazirlanmis olup yapilan testler sonucunda stabilitesi
acisindan en uygun bulunan formiilasyon antiviral etkinlik testi i¢in se¢ilmistir. Antiviral
etkinlik testi i¢in % 4.5 oraninda ugucu yag iceren formiilasyon i¢in belirlenen kod Y
olarak, karsilastirma amaciyla kullanilan kontrol numunesi olan biberiye ugucu yagi
icermeyen plasebo nanoemiiljel i¢inse kod P olarak belirlenmistir.

Calismada kullanilan formiilasyonlarin hiicre kiiltiirii iizerindeki etkileri hem
mikroskop altinda yapilan gorsel degerlendirmeler hem de CCK-8 hiicre proliferasyon ve

sitotoksite kiti araciligi ile iki farkli metot ile belirlenmistir.

3.33. Y ve P Kodlu Nanoemiiljellerin Vero Hiicre Kiiltiirii Uzerine
Etkilerinin Mikroskop Altinda Degerlendirilmesi ve Hiicre Canhligi Uzerine Etki

Eden Dozun Yorumlanmasi

Bu ¢alisma kapsaminda, her bir nanoemiiljel i¢in 12 kuyucuktan olusan bir hiicre
kiiltiirii pleyti kullanilmigtir. Pleyte, dnceden subkiiltiir edilmis Vero hiicre hatlarindan,
her kuyucuk icin 4,5x10"5 hiicre/ml yogunlugunda 500 pl hiicre siispansiyonu
eklenmistir. Hiicrelerin eksponansiyel lireme fazina ge¢mesi i¢in pleytler 24 saat boyunca
37°C ve %5 COz2 igeren inkiibatorde bekletilmistir. Hiicreler monolayer seklinde yaklagik
%80 oraninda yiizeyi kapladiginda, hiicre iiretme ortami (HUV) uzaklastirilmistir.
Incelenen maddeler (Y ve P), %2 FBS iceren hiicre idame ortaminda sirasiyla 1/500,
1/750, 1/1000, 1/1500 ve 1/2000 oranlarinda seyreltildikten sonra her bir sulandirma
oranindan 500 pl, pleytteki kuyucuklara 2 kopya olacak sekilde eklenmistir. Kalan 2
kuyucuk ise hiicre kontrol grubu olarak birakilmis ve yalnizca %2 FBS igeren 500 pl
hiicre idame ortam1 eklenmistir. Pleytler, islem sonunda 48 saat boyunca 37°C ve %5
COz igeren inkiibatorde bekletilmistir.

Gilinliik mikroskopik incelemelerle, nanoemiiljellerin farkli sulandirma

oranlarinin hiicreler lizerindeki etkileri gézlemlenmistir.



42

3.3.4. CCK-8 Reaktifi Kullanilarak Vero Hiicre Kiiltiirii Uzerinde
Gerceklesen Toksik Etkilerin Tespit Edilmesi

Test c¢aligmasi, tretici firmanin yonergeleri dikkate alinarak yapilmistir. Bu
dogrultuda, her bir 96 kuyucuklu pleyte, tavsiye edilen optimal hiicre miktarinda 100 pl
hiicre siispansiyonu eklenmis ve pleytler bir gece boyunca 37°C ve %5 CO:2 igeren
inkiibatorde bekletilmistir. inkiibasyon sonrasinda, kuyucuklardaki hiicre iiretme ortam1
(HUV) uzaklastirilmistir. Ardindan, pleyt kuyucuklarina hiicre ortaminda 1/500, 1/750,
1/1000, 1/1500, 1/1750 ve 1/2000 oranlarinda sulandirilmis Y ve P formiilasyonlarindan
100 pl, her bir diliisyon i¢in 3 kopya olacak sekilde eklenmistir. Kontrol grubu olarak,
madde icermeyen 100 pl hiicre ortamu, ilgili kuyucuklara ilave edilmistir. Ayrica, {i¢c bos
kuyucuya sadece ortam konularak blank gozler olusturulmustur. Pleytler, 37°C ve %5
CO; ortaminda 48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Siire sonunda, her kuyucuga 10 ul CCK-
8 reaktifi eklenmis ve pleytler, 37°C ve %5 CO2 ortaminda 1 saat daha inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda, pleytler mikropleyt okuyucusunda (Tecan Infinite F50) 450
nm’deki optik yogunluk (OD) ve 650 nm background absorbans ile okunmustur. Elde
edilen veriler, inhibisyon konsantrasyonu (IC) olarak degerlendirilmistir. Calisma, her
madde i¢in 3 defa tekrarlanmis olup, sonuclar asagidaki formiil ile hesaplanmistir.

Calisma plan1 Sekil 3.1°de sunulmustur.

IC % = [(Od Kont - Od Kont Blank) - (Od Sample- Od SampleBlank)] / (Od Kont- Od
Kont Blank)

Hesaplama sonucunda gozlerden elde edilen degerlerin aritmetik ortalamasi alind1

ve CurveExpert Professional uygulamasi ile sitotoksite egrileri hesaplandi.

Brocedure Details
Flate Type 96 WELL PLATE
Read Absccbance Endpoint
Ful Plate
Wavelengths. 450, 650
Read Speed: Normal
Rosults
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Sekil 3-1: Pleyt calisma plami 6rnegi. 1/500 — 1/1500 diliisyonlardaki maddelerin 1. Tekrar
absorbance degerleri. H.K: Hiicre kontrol grubu.

3.3.5. Antiviral Aktivite Calismalari

Y ve P formiilasyonlarinin HSV-1 iizerindeki antiviral etkinligi, HSV-1"in %50
uc nokta titresi kullanilarak doku kiiltiirii enfektif dozu (DKID50) Frey ve Liess’in
belirledigi yonteme gore hesaplanmistir. Bu yontem, virlisiin infeksiydz giiciini
belirlemek i¢in kullanilan standart bir tekniktir ve formiilasyonlarin viriis lizerinde ne

kadar etkili oldugunu degerlendirmede kullanilmistir (Frey HR., 1971).

3.3.6. Formiilasyonlarin HSV-1 Uzerindeki Antiviral Aktivitesi

Formiilasyonlarin antiviral aktiviteleri 96’lik pleytlerde ayr1 ayr1 c¢alisildi. Bu
ama¢ dogrultusunda daha O6nceden subkiiltiirleri yapilan Vero hiicre kiiltiirlerinden
8.0x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlandi. 96 kuyucuklu pleytler
icin hazirlanan bu siispansiyondan 100ul olacak sekilde gozlere dagitildi ve hiicrelerin
eksponansiyol iireme fazina gegmesi igin 1 gece 37°C %5 CO2’li inkiibatorde bekletildi.
Hiicreler kuyucuk yiizeyinin yaklasik %90 oraninda monolayer olarak kapladiginda hiicre
iiretme vasatt kuyucuklardan uzaklastirildi. Yukarindan asagi olacak sekilde 10’a kadar
numaralandirilan Pleyt icerisindeki 8 oyuk antiviral madde ihtiva eden ve etmeyen
kuyucuklar olacak sekilde 2’ye ayrildi. Pleyt yiizeyindeki son 2 sira kuyucuk hiicre ve
virus kontrol grubu olarak kullanildi.

Formiilasyon ihtiva eden boliimlere 1/2000 diliisyon oraninda ¢alisilacak madde
iceren hiicre vasatindan 100’er pl 4 sira Kuyucuk olacak sekilde 10. numaraya kadar
konuldu. Ayni sekilde pleytin diger yarisinda ki gozlere antiviral ihtiva etmeyen hiicre
iiretme vasatindan 100’er pl ilave edildi. Formiilasyonlarin HSV-1’e kars1 olasi hiicre i¢in
bir etkinlik (Virusun replikasyon basamaklarmma yonelik herhangi bir blokaj)
gosterebilme ihtimalleri gz Oniine alinarak hiicrelerin maddeleri metabolize etmeleri
sagland1. Bu sebep ile pleytler 4 saat boyunca 37 °C %5'lik CO2’li inkiibatorde bekletildi.

Calismada kullanilacak olan formiilasyonun hiicre dis1 etkinlik gostererek virusun
zarf yapis1 ve adsorbsiyonunda rol oynayan glikoprotein yapilarini deformasyona
ugratabilme ihtimaline karsi ayrica inkiibasyon siiresinin bitmesinden 6nce HSV-1
stispansiyonlarina ek bir daha manipiilasyon yapildi. Formiilasyonlu gbze aktarilacak

olan HSV-1 siispansiyonlari ayri ayr1 Y ve P bilesenlerinin 1/2000 diliisyon degerlerine
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sahip hiicre iiretme vasat1 ile Log10 tabaninda 10"’ den 101%> a kadar ependorf tiipleri
igerisinde seri olarak sulandirildi. Pleytin herhangi bir madde ile baski altinda olmayan
diger boliimiine aktarilacak olan HSV-1 ise ayn1 yontem ile sadece hiicre iliretme vasati
kullanilarak sulandirmasi gergeklestirildi. Seri sulandirilan virus siispansiyonlart ayni
anda 30 dakika boyunca 37 °C %S5'lik CO2’li inkiibatorde bekletildi.

Inkiibasyon islemlerinin sonunda pleyt kuyucuklarindaki madde ile vasat igerigi
uzaklastirildi. Islem sonunda Y ve P ile muamele edilmis 4 kuyucuk ile herhangi bir
madde ile muamele edilmemis 4 kuyucugun 10. sulandirma basamagina kadar her bir
kuyucukta 100 pl olacak sekilde onceden sulandirilmis olan virus siispansiyonlari
aktarildi. Madde ve vasat aktarim islemleri tamamlandiktan sonra pleytler 37 °C %5'lik
CO2’li inkiibatore kaldirildi. Y ve P ile muamele edilen gozlerdeki HSV-1
inokulasyonunun hiicreler tizerinde gerceklestirdigi sitopatik davraniglar ve herhangi bir
madde ile baski altina alinmayan, sadece HSV-1 diliisyonlar1 inokule edilen hiicreler
tizerinde olusan sitopatik etkiler (CPE) her giin doku kiiltiirii mikroskobu ile kontrol
edildi. Test 72 saat sonunda sonlandirildi. Testin sonlandirilmasiyla Y ve P ihtiva eden
ve etmeyen kuyucuklarda ki HSV-1’in enfektif dozlarmin tespiti i¢in virusun %50 ug
nokta titresi Frey ve Liess yontemine gore hesaplandi (Frey ve Liess., 1971). Pleyt

calisma plan1 Sekil 3.2°de gosterildi.

Bilesenler ile muamele | Herhangi bir madde ile
Sulandirma
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Sekil 3-2: 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti calisma plam. HSV-1 iizerinde kullamlan
bilesenlerin antiviral aktivitesi aymi viriis tiiriiniin herhangi bir antiviral etkinlik
sergilemeyen grupta ki DKIDso. Yukarida gosterilen ¢alisma plam Y ve P
maddeleri icin gecerlidir.



4.1. Nanoemiilsiyon Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

Bu tez calismasinda hazirlanan nanoemiilsiyonlarin 6n formiilasyon bulgularina ait

4 BULGULAR

veriler Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4-1: Nanoemiilsiyon formiilasyon calismalarina ait karakterizasyon verileri

Formiilasyon

Kodu

F1P1
F1P2
F2P1
F2P2
F3P1
F3P2

4.1.1. Nanoemiilsiyon Santifiij Testine Ait Bulgular

Ortalama Damlacik

Cap1 (nm)

140,7
89,4
53,0

109,4

154,1

118,6

PDI

0,089
0,146
0,251
0,105
0,046
0,049

Zeta Potansiyeli

(mV)

-34,7
-41,7
-28,2
-35,2
-32,0
-33,4

Nanoemiilsiyonlarin Santrifiij testine ait 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4-2: Nanoemiilsiyon santrifiij testi 6l¢ciim sonuclar:

il Ortalama Damlacik PDI Zeta Potansiyeli
Kodu Capt (nm) (mV)
1.giin ST 1.giin ST 1.giin ST
F1P1 140,7 263,4 0,089 0,217 -34,7 -42,63
F1P2 89,4 264,2 0,146 0,219 -41,7 -44,17
F2P1 53,0 63,9 0,251 0,279 -28,2 -21,10
F2P2 109,4 310,8 0,105 0,391 -35,2 -36,70
F3P1 154,1 302,7 0,046 0,349 -32,0 -40,70
F3P2 118,6 491,7 0,049 0,548 -33,4 -42,03




4.1.2. Nanoemiilsiyon Termal Stabilite Test Sonuglari
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Nanoemiilsiyonlarin termal stabilite testine ait 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4.3°te verilmistir.

Tablo 4-3: Nanoemiilsiyon termal stabilite testi 6l¢iim sonuglari

45°C
Ortalama Zeta Potansiyeli
ForEg(lja:yon Daml&crlrlli) Capi PDI (mv)
1.giin TST 1.giin TST 1.giin TST
F1P1 140,7 390,2 0,089 0,198 -34,7 -39,7
F1P2 89,4 431,5 0,146 0,180 -41,7 -41,8
F2P1 53,0 64,9 0,251 0,167 -28,2 -37,0
F2P2 109,4 587,3 0,105 0,081 -35,2 -44,1
F3P1 154,1 400,4 0,046 0,226 -32,0 -42,3
F3P2 118,6 325,0 0,049 0,227 -33,4 -42,2
65°C
Ortalama Zeta Potansiyeli
Fornlzgéausyon Daml(z:]c;;() Cap1 PDI (mV)
1.giin TST 1.giin TST 1.giin TST
F1P1 140,7 376,1 0,089 0,179 -34,7 -38,9
F1P2 89,4 476,8 0,146 0,170 -41,7 -40,9
F2P1 53,0 72,2 0,251 0,159 -28,2 -36,7
F2P2 109,4 603,5 0,105 0,154 -35,2 -43,5
F3P1 154,1 368,5 0,046 0,285 -32,0 -42,2
F3P2 118,6 350,8 0,049 0,284 -33,4 -39,8
85°C
Ortalama Zeta Potansiyeli
Forﬁg:jajyon Daml(z:]c;;() Capi PDI (mV)
1.glin TST 1.giin TST 1.giin TST
F1P1 140,7 398,6 0,089 0,154 -34,7 -40,2
F1P2 89,4 469,7 0,146 0,115 -41,7 -41,8
F2P1 53,0 98,5 0,251 0,055 -28,2 -38,2
F2P2 109,4 5315 0,105 0,349 -35,2 -44.7
F3P1 154,1 299,4 0,046 0,396 -32,0 -39,9
F3P2 118,6 574,1 0,049 0,736 -33,4 -39,4
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Tablo 4-4: Uzun siireli stabilite calismalar icin sec¢ilen formiilasyon bilesenlerine ait tablo

(Y%ala) F1P1 F2P1
YAG FAZI

Biberiye yag1 4,5 4,5
DL-alfa tokoferol asetat 0,2 0,2
Kaprilik/kaprik trigliserid 0,8 0,8
Sensiva® PA 30 2 2
Kosiirfaktan (Transcutol 2,50 2,50
HP)

SU FAZI

Siirfaktan (Quillaja

Saponaria Wood Extract 1 200
(ANDEAN QDP Ultra ’
Organic)

Distile su 89 88

4.2. F1P1 ve F2P1 kodlu Nanoemiiljellerin Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

F2P2 kodlu nanoemiiljel i¢in formiilasyon bulgular1 Tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4-5: F1P1 ve F2P1 kodlu nanoemiiljellere ait karakterizasyon verileri

Formiilasyon Dafr)lli:lacllinga .
Kodu (nm) P
F1P1(1:1)%1 120,1
F1P1(1:1)%2 140,2
F2P1(1:1)%1 1349
F2P1(1:1)%2 148,0

PDI

0,245
0,455
0,199
0,229

Zeta Potansiyeli

(mV)

-42,2
-57,7
-49,3
-58,7

4.2.1. Farkh Nanoemiilsiyon ve Jel Konsantrasyonlarma Sahip F1P1 ve F2P1 Kodlu
Nanoemiiljellerin Santifiij Testine Ait Bulgular

Nanoemiiljel F1P1 ve F2P1 i¢in Santifiij testine ait bulgular Tablo 4.6’da gdsterilmistir.



Tablo 4-6: F1P1 ve F2P1 kodlu nanoemiiljellerin santifiij testine ait 6l¢iim Sonuclar

Ortalama Damlacik

Zeta Potansiyeli

Formiilasyon Capi (nm) i (mv)
1.giin ST 1.giin ST 1.giin ST
F1P1(1:1)%1 120,1 123,2 0,245 0,234 -42,2 -51,20
F1P1(1:1)%2 140,2 1442 0,455 0,434 -57,7 -64,83
F2P1(1:1)%!1 134,9 118,8 0,199 0,235 -49,3 -64,07
F2P1(1:1)%2 148,0 145,2 0,229 0,221 -58,7 -60,93

49

4.2.2. F1P1 ve F2P1 Kodlu Nanoemiiljellerin Termal Stabilite Testine Ait Bulgular
Nanoemiiljel F1P1 ve F2P1 igin termal stabilite testine ait bulgular Tablo 4.7°de

gosterilmistir.

Tablo 4-7: F1P1 ve F2P1 kodlu nanoemiiljellerin termal stabilite testine ait 6l¢iim sonuglar:

45°C
Formiilasyon Ortalama Damlacik PDI Zeta Potansiyeli
Kodu Capi (nm) i)
1.giin TST 1.giin TST 1.giin TST
F1P1(1:1)%1 120,1 123,8 0,245 0,231 -42,2 -53,0
F1P1(1:1)%2 140,2 132,5 0,455 0,462 -57,7 -67,2
F2P1(1:1)%1 134,9 128,0 0,199 0,184 -49,3 -47,9
F2P1(1:1)%?2 148,0 140,0 0,229 0,206 -58,7 -55,0
65°C
Formiilasyon Ortalama Damlacik PDI Zeta Potansiyeli
Kodu Capi (nm) (mV)
1.giin TST 1.giin TST 1.giin TST
F1P1(1:1)%1 120,1 127,0 0,245 0,226 -42,2 -49,6
F1P1(1:1)%2 140,2 133,7 0,455 0,491 -57,7 -65,3
F2P1(1:1)%1 134,9 129,2 0,199 0,226 -49,3 -57,0
F2P1(1:1)%2 148,0 146,1 0,229 0,220 -58,7 -60,9
85°C
Formiilasyon Ortalama Damlacik PDI Zeta Potansiyeli
ol Capi (nm) (mV)
1.giin TST 1.giin TST 1.giin TST
F1P1(1:1)%1 120,1 1477 0,245 0,281 -42,2 -50,7
F1P1(1:1)%?2 140,2 180,4 0,455 0,440 -57,7 -61,1
F2P1(1:1)%1 134,9 151,4 0,199 0,243 -49,3 -48,7
F2P1(1:1)%2 148,0 191,2 0,229 0,240 -58,7 -53,1




4.2.3. Nanoemiiljellerin pH ve iletkenlik Olciimlerine Ait Bulgular
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Nanoemiiljellerin pH ve iletkenlik 6l¢iimlerine ait sonuglar Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4-8: Nanoemiiljellerin pH ve iletkenlik él¢iimlerine ait bulgular

pH Tletkenlik (uS)
Formiilasyon . 1. ay . 1. ay
1. giin 1. giin
Kod 5°C+2 25°C+2 40°C+2 5°C+2 25°C+2 | 40°C+2
F1P1(1:1)%1 4,66 4,88 4,85 4,81 699 636 766 703
F2P1(1:1)%1 4,63 477 472 471 864 828 825 890
F2P1(1:1)%2 4,79 4,87 4,81 4,70 937 1060 1150 1410

4.2.4. 1:1 Oraninda Nanoemiilsiyon ve Jel Karistirma Oranlarina Sahip F1P1 ve

F2P1 Kodlu Nanoemiiljellerin Vizkozite Ol¢iimlerine Ait Bulgular

Karakterizasyon testleri kapsaminda, se¢ilen nanoemiiljellerin vizkozite 6lgiim sonuglari

Tablo 4.9-4.11°de verilmistir.

Tablo 4-9: F1P1(1:1)%1 formiilasyonunun viskozite él¢iimlerine ait bulgular

HIZ
(rpm)

10
20
30
40
50
60
70
80
90
100

1.giin

X

114,78
67,69
50,25
40,96
34,40
30,25
27,05
24,32
22,38
20,96

()

0,46
0,00
0,47
0,81
0,92
0,85
0,99
0,75
0,72
0,69

X

81,43
51,67
37,50
29,76
24,79
21,64
19,20
17,58
15,85
14,79

4°C

c

28,21
16,19
8,01
5,78
4,53
4,39
4,16
4,16
3,70
3,51

102,35
60,005
42,18
32,78
26,295
23,595
20,51
18,885
17,33
16,22

1. ay

5°C

13,41
5,78
3,24
4,04
3,51
3,01
2,97
2,43
2,42
2,22

>

68,35
41,04
29,43
23,14
19,10
16,73
14,72
13,17
11,45
10,47

40°C

18,04
7.17
6,17
5,44
4,81
4,40
3,50
2,89
1,90
1,48

X: 3 6lglimiin ortalamasi

o: X: 3 dl¢limiin standart sapmast




Tablo 4-10: F2P1(1:1)%1 formiilasyonunun viskozite él¢iimlerine ait bulgular

o1

1. ay
iz 1.giin 4°C 25°C 40°C
(rpm)
X c X c X c X c
10 116,41 30,52 112,16 12,49 142,25 2,31 135,05 4,16
20 64,42 10,17 65,40 3,24 81,75 4,16 75,54 6,94
30 48,51 571 47,63 2,93 58,32 2,93 55,05 8,79
40 38,67 5,43 37,44 1,85 45,37 1,50 43,49 7,17
50 31,79 5,00 31,33 1,58 38,26 1,20 35,84 5,73
60 27,90 4,62 26,98 1,31 33,03 1,08 31,34 5,01
70 24,67 4,36 23,69 1,12 28,73 1,65 27,56 4,36
80 21,99 4,16 21,26 1,15 25,51 1,39 25,43 4,28
90 20,28 3,91 19,37 1,08 23,36 0,98 23,11 3,80
100 18,84 3,70 17,89 1,15 22,27 0,04 20,87 2,68
X: 3 Olglimiin ortalamasi o: X: 3 dl¢limiin standart sapmasi
Tablo 4-11: F2P1(1:1)%2 formiilasyonunun viskozite 6lgiimlerine ait bulgular
1. ay
iz 1.giin 4°C 25°C 40°C
(rpm)
X c X c X c X c

10 298,88 24,05 285,72 25,90 324,71 8,78 300,84 44,39
20 167,43 9,71 146,99 12,25 178,87 4,16 176,09 9,94
30 122,19 2,93 104,97 7,86 126,99 3,23 125,25 6,94
40 98,26 0,69 82,57 5,08 99,49 2,19 99,33 5,90
50 81,69 2,50 68,54 3,71 83,00 1,94 82,27 4,99
60 70,36 2,08 59,19 3,08 71,40 1,85 70,47 4,70
70 61,85 1,71 52,23 2,91 62,79 1,72 61,34 4,16
80 55,18 1,39 46,52 2,66 56,45 1,44 55,47 4,33
90 50,25 1,29 42,15 2,47 51,52 1,54 50,22 3,60
100 46,47 1,34 38,85 2,22 47,84 1,53 46,47 3,47

X: 3 6lglimiin ortalamasi

o: X: 3 dl¢limiin standart sapmast
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4.3. Fizikokimyasal Stabilite Testinde Damlacik Boyutu, PDI, Zeta Potansiyeli
Olciimlerine Ait Bulgular

Fizikokimyasal stabilite testleri kapsaminda, F1P1(1:1)%1, F2P1(1:1)%1,
F2P1(1:1)%2 kodlu nanoemiiljellerin 1. giin alinan damlacik boyutu, PDI ve zeta

potansiyeli 6l¢iim sonuglarina ait bulgular Tablo 4.12°de gdsterilmistir.

Tablo 4-12: Nanoemiiljellerin 1. giin damlacik boyutu, PDI, zeta potansiyeli 6l¢iimlerine ait
bulgular (n=3)

Formiilasyon Ortalama -
Kodu Damlacik Capi PDI Zeta Potansiyeli
F1P1(1:1)%!1 120,1 0,245 -42,2
F2P1(1:1)%!1 134,9 0,199 -49,3
F2P1(1:1)%2 148,0 0,229 -58,7

4.3.1. Nanoemiiljel Ortalama Damlacik Boyutu 1 Aylik Ol¢iim Sonugclar
Fizikokimyasal stabilite testleri kapsaminda, FI1PI(1:1)%1, F2P1(1:1)%l,

F2P1(1:1)%2 kodlu nanoemiiljellerin 1 ay boyunca alinan damlacik boyutu 6l¢tim

sonuglarina ait bulgular Tablo 4.13’te gosterilmistir.

Tablo 4-13: Nanoemiiljellerin 1 aylik Ortalama Damlacik Cap1 (nm) bulgular1 (n=3)

Ortalama Damlacik Capi (nm)
Formiilasyon 1. ay
5°C+2 25°C+2 40°C+2
F1P1(1:1)%1 174,6 205,4 278,0
F2P1(1:1)%1 1549 238,3 226,2
F2P1(1:1)%2 185,3 204,8 266,2

4.3.2. Nanoemiiljellerin 1 Aylik Polidispersite Indeksleri (PDI) Bulgular
Fizikokimyasal stabilite testleri kapsaminda, FI1PI(1:1)%1, F2P1(1:1)%l,
F2P1(1:1)%2 kodlu nanoemiiljellerin 1 ay boyunca alinan PDI 6l¢iim sonuglarina ait

bulgular Tablo 4.14’te gosterilmistir.



Tablo 4-14: Nanoemiiljellerin 1 aylik PDI bulgular: (n=3)

Polidispersite indeksleri (PDI)
Formiilasyon 1. ay
5°C+2 25°C+2 40°C+2
F1P1(1:1)%1 0,193 0,273 0,432
F2P1(1:1)%1 0,201 0,229 0,208
F2P1(1:1)%2 0,360 0,432 0,483
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4.3.3. Nanoemiiljellerin 1 Aylik Zeta Potansiyeli (mV) Bulgulari
Fizikokimyasal stabilite testleri kapsaminda, FIP1(1:1)%1, F2P1(1:1)%1, F2P1(1:1)%2
kodlu nanoemiiljellerin 1 ay boyunca alinan zeta potansiyeli 6l¢lim sonuglarina ait

bulgular Tablo 4.15’te gosterilmistir.

Tablo 4-15: Nanoemiiljellerin 1 ayhik Zeta Potansiyeli (mV) bulgulari (n=3)

Zeta Potansiyeli (mV)
Formiilasyon 1. ay
5°C+2 25°C+2 40°C+2
F1P1(1:1)%!1 -53,8 -57,3 -56,9
F2P1(1:1)%1 -60,9 -58,2 -52,6
F2P1(1:1)%2 -57,4 -56,3 -51,5

4.4, In Vitro Hiicre Kiiltiiriine Ait Bulgular

441. Y ve P Bilesenlerinin Vero Hiicre Kiiltiirii Uzerine Etkilerinin

Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Mikroskop altinda yapilan giinliik incelemeler ile arastirilan maddelerin,
sulandirma oranlarinin hiicre {izerine etkileri degerlendirmesi sonucunda ¢aligmada test
edilen madde diliisyonlarinin (Y, biberiye yagi igeren F2P1 kodlu %1 ksantan jel i¢eren
nanoemiiljel ve P, biberiye yagi icermeyen plasebo nanoemiiljel) hiicreler iizerinde
oldiiriicii [Letal doz (LD)] oldugu goriilen aralik degerleri hepsinde 1/500>LDn)>1/1500
olarak belirlendi. 1/1500 ve yiiksek sulandirmalarda herhangi bir oldiiriicii etki

goriilmedi. Gorseller Sekil 4.1 ve 4.2°de paylasildi.



Sekil 4-1: Y formiilasyonu. Farkh diliisyonlarin Vero hiicre hatti iizerindeki etkilerinin
48saat mikroskop goriintiileri (Olympus IX71). 1/1500 ve 1/2000 diliisyonlarinda
hiicrelerde madde kaynaklh herhangi bir sitopatik etki (CPE) ve ortamda 6lii hiicre
goriilmemektedir.
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Sekil 4-2: Plasebo (P). Farkh diliisyonlarin Vero hiicre hatt1 iizerindeki etkilerinin 48. Saat
mikroskop goriintiileri (Olympus IX71). 1/1500 ve 1/2000 diliisyonlarinda hiicrelerde
madde kaynakh herhangi bir sitopatik etki (CPE) ve ortamda 6lii hiicre goriilmemektedir.
H.K: Madde ihtiva etmeyen pleyt kuyucugu.

4.4.2. CCK Test Verilerine Ait Bulgular
CCK-8 Test verileri ve inhibisyon konsantrasyon (IC) oranlarini gosteren sonuglar Tablo

4.16°da sitotoksite egrileri ise Sekil 4.3-4.4’te paylasildi.
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Tablo 4-16: CCK-8 Test verileri ve inhibisyon konsantrasyon (IC) oranlari

Madde Diliisyonlari ve Sitotoksite Aritmetik Ortalama(%)

1/500 1/750 1/1000 1/1500 1/1750 1/2000
Y 99,10% 86,33% 68,33% 62,37% 59,80% 54,46%
P 98,23% 87,33% 71,02% 68,48% 59,26% 52,29%

Power

i L
00 &0 1000 1200 W00

1800 20

Sekil 4-3: Y formiilasyonu i¢in veriler girildikten sonra Curve expert professional 2.7.3
uygulamasmin onerdigi regresyon egrileri icerisinden secilen sitotoksite davranisimin
“Power regression” modeli (r: 0,991356). Y ekseni IC oranini, X ekseni ise Ymax diliisyon
katsayisi ifade etmektedir. 1/2000 diliisyon orani formiilasyonda 1C48,93 seklinde bulundu.

Power
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Sekil 4-4: P bileseni icin veriler girildikten sonra Curve expert professional 2.7.3
uygulamasinin énerdigi regresyon egrileri icerisinden secilen sitotoksite davranisin “Power




S7

regression” modeli (r: 0,985506). Y ekseni IC oranini, X ekseni ise P diliisyon katsayisi ifade
etmektedir. 1/2000 diliisyon oram formiilasyonda ICss 37 seklinde bulundu.

Yapilan analiz hesaplamalar1 ve mikroskop altindaki degerlendirmeler sonucunda

antiviral ¢calisma konsantrasyonunun 1/2000 diliisyonunda olmasina karar verildi.

4.4.3. Formiilasyonlarim HSV-1 Uzerindeki Antiviral Aktivitesine Ait Bulgular

Antiviral ¢calisma i¢in ger¢eklestirilen virus titrasyon test sonuglari ve hesaplanan
Doku infektif doz 50 (DKIDso) degerlerine ait sonuglar Tablo 4.17°de gosterilmistir.
Bilesenlerin antiviral aktiviteleri degerlendirildi ve mikroskop goriintiileri Sekil 4.6 ve
4.7°de gosterildi. Formiilasyonlarin herhangi bir bilesen ile muamele edilmeyen HSV-1
grubu ile kiyaslamali antiviral aktivitesine ait logaritmik 6l¢ek grafigi (Log 10) Sekil
4.5’te gosterildi.

Tablo 4-17: Antiviral ¢calisma icin gerceklestirilen virus titrasyon test sonuclar1 ve
hesaplanan Doku infektif doz 50 (DKIDso) degerleri

Calismada Kullanilan

Bilesikler ve HSV-1Kontrol Son CPE Sulandirmasi Viral Yiik (DKIDs¢/ ml)
Grubu
Y + HSV-1 4.sulandirma = 4/4 1x10 4°

5.sulandirma = 3/4

- 5,5
Plasebo (P) + HSV-1 6.sulandirma = 1/4 1x10
Madde Baskis1 Altinda 5.sulandirma = 4/4 1%10 575
Olmayan HSV-1 6.sulandirma = 1/4

Tablo 4.10°daki verilere gore herhangi bir bilesen ile muamele edilmeyen HSV-
1’in viral yiikiine kiyasla 1/2000 diliisyonla Y’nin 17,78 kat oranlarinda virus titresinde

azalma sagladigi hesaplandi.
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DKID50/ml

1.000.000,00

100.000,00

10.000,00

1.000,00

100,00

10,00

1,00

HSV-1Kont Placebo(P) Ymax Ymin

e HSV-1 Titre

Sekil 4-5: Formiilasyonlarin herhangi bir bilesen ile muamele edilmeyen HSV-1 grubu ile
kiyaslamal antiviral aktivitesi. Grafik logaritmik 6l¢ek (Log 10) kullanimu ile ¢izilmistir.

Sekil 4-6: Y 10 son sulandirma goziinde goriilen plak ve CPE alanlari(x160). Ymin 10°° son
sulandirma goziinde goriilen plak alanlar1 ve cember icerisinde gosterilen sinsityal hiicre
formu(x160).
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Sekil 4-7: Soldaki resim bilesen ile muamele edilmeyen HSV-1’in titrasyon testinde CPE
gosteren son sulandirma katsayisi goriintiisii (x160). Sinsityal hiicre formlari net bir sekilde
goriilmektedir. Sagdaki resim Placebo(P) kullanilan HSV-1’in titrasyon testinde CPE
gosteren son sulandirma Kkatsayisi goriintiisii. Cember icerisinde gosterilen alanlarda

sinsityal hiicre formu ve plak olusumlar goriilmektedir(x100).
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5. TARTISMA

Herpes simpleks viriisii (HSV) insan saglig1 {izerinde 6nemli bir tehdit olusturan
bir patojendir. HSV-1, genellikle yiizeysel enfeksiyonlara yol agarken, HSV-2 genital
enfeksiyonlara neden olur ve her iki viriis de, viicuttaki latent donemi sirasinda
tekrarlayan enfeksiyonlara yol acarak hastalik yonetimini zorlastirmaktadir. HSV'nin
tedavisinde gliniimiizde en yaygin kullanilan ilaglar, viral DNA polimerazi inhibe ederek
viriisiin cogalmasini engelleyen asiklovir gibi niikleozid analoglaridir. Bununla birlikte,
bu ilaglarin bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda etkinligi sinirlidir ve tedaviye karsi
gelisen direng, Ozellikle uzun siireli tedavi gereksinimlerinde biiyiik bir sorun teskil
etmektedir. Bu durum, yeni antiviral ajanlarin kesfini ve gelistirilmesini kaginilmaz

kilmaktadir (Whitley, 2001)

Bitkisel ilaglar, geleneksel tedavilerin yetersiz kaldig1 durumlarda alternatif bir
segenek sunmaktadir. Ozellikle, biberiye (Rosmarinus officinalis) ugucu yaglari, antiviral
etkileri ile dikkat cekmektedir. Biberiye, polifenolik bilesenleri sayesinde hem
antioksidan hem de antibakteriyel 6zellikler sergilerken, son yillarda yapilan ¢alismalarda
HSV'ye kars1 da etkinligi gosterilmistir. Biberiyenin igerdigi aktif bilesenlerin, viriislerin
cogalmasini inhibe ederek, tedavi siirecini hizlandirabilecegi one siiriilmektedir. Ayrica,
biberiye yaginin diisiik yan etkileri, bu bitkisel bilesenlerin antiviral tedavilerde gilivenli

bir segenek olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Shahneh, 2013).

Giliniimiizde, biberiye ugucu yaglarinin etkinligini artirmak ve tedavi edici
ozelliklerini optimize etmek icin modern formiilasyon teknolojileri kullanilmaktadir.
Nanoemiilsiyonlar (NE'ler), aktif bilesenlerin cilt iizerine daha etkin bir sekilde
tasinmasini saglamak ve biyoyararlanimini artirmak i¢in potansiyel tasiyicilar olarak 6ne
cikmaktadir. NE'lerin yiiksek yiizey alani, aktif bilesenlerin cilt katmanlaria
derinlemesine niifuz etmesini saglayarak, tedavi edici etkilerin maksimuma ¢ikmasini
mimkiin kilmaktadir. Ayrica, NE'lerin cilt bariyer fonksiyonunu destekleyerek
transepidermal su kaybini azaltmalari, cilt sagligini artiran ve tedavi siirecini hizlandiran

bir avantaj sunmaktadir (Jaiswal, 2015).

Son yillarda stirdiiriilebilirlik anlayiginin artan 6nemi, farmasotik ve kozmetik
endiistrilerinde kullanilan bilesenlerin dogal ve ¢evre dostu kaynaklardan elde edilmesi
yoniinde biiyiik bir doniisiim yaratmistir. Ozellikle NE’lerin formiilasyonunda kullanilan

sentetik emiilgatorlerin, dogal emiilgatorlerle degistirilmesi konusunda 6nemli bir egilim
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ortaya ¢ikmistir. Bu degisim, cevresel etkiyi azaltma ve insan saglifina zarar verme

potansiyelini minimuma indirme amaci tasimaktadir (Sharma, 2018).

Saponinler bitkilerde yaygin olarak bulunan genis bir glikozit grubudur.
Genellikle triterpenoid ve steroid saponinler olmak {izere iki ana sinifa ayrilmaktadirlar
(Abe, 1993). Bir veya daha fazla monosakkarit pargasiyla birlestirilmis polar olmayan
aglikonlardan olusurlar (Oleszek W. A., 2002). Molekiillerindeki polar ve polar olmayan
yapisal elementlerin bu kombinasyonu, sulu ¢ozeltilerdeki sabun benzeri davranislarini
aciklamaktadir (Jean-Paul, 2007). Saponin bakimindan zengin tiirlerin birgogunun adi bu
ozelliklerinden tiiretilmistir. Ornek olarak sabunotu (Saponaria officinalis), sabunkokii
(Chlorogalum pomeridianum), sabun kabugu (Quillaja saponaria), sabun meyvesi
(Sapindus saponaria) veya sabun fistigi (Sapindus mukurossi) verilebilir (Hostettmann,
1995).

Saponinler yliksek ylizey aktivitesine sahiptir ve yag/su arayliziiniin arayiizey
gerilimini etkili bir sekilde azaltabilmektedirler. Saponinlerin bu 6zelligi emiilsiyonlarin
hazirlanmasinda kullanilabilir ve stabilizasyonlarina yardimci olur. Bazi saponinler
(Aescin, GA, Glisirizik saponin 6zii, Camellia saponinleri ve QS) potansiyel olarak etkili

emiilsiyon stabilizatorleridir (Hajimohammadi, 2017; Jarzgbski, 2019).

Saponinlerin ¢oziindiiriilmesindeki, biyoyararlanimin iyilestirilmesindeki ve
toksisitenin azaltilmasindaki rolii, saponinlerin ¢esitliligi ve bunlarin diger ylizey aktif
maddelerle birlikte kullanimi ile birlestiginde, onlar1 bir¢ok alan i¢in potansiyel olarak
onemli kilmaktadir. Bu nedenle, saponinlerin ilag tasiyicilart olarak sonsuz olasiliklari
vardir ve saponinlerin yiizey aktif maddelerinin islevleri ve uygulamalari ITS gelistirmek

icin daha fazla arastirilabilir (Liao, 2021).

Biberiye ugucu yaglarinin nanoemiiljel formiilasyonlarindaki potansiyel
kullanimi, HSV-1 tedavisinde énemli bir yenilik olabilir. Yapilan ¢alismalar, NE'lerin,
biberiye yagmin etkinligini artirarak, viral enfeksiyonlarin tedavisinde yeni bir yol
acabilecegini gostermektedir. Ayrica, NE'ler ciltteki emilim oranini artirarak, antiviral
bilesenlerin cilt yiizeyine etkili bir sekilde dagilmasimi saglar ve tedavi siirecini
hizlandirir. Bu formiilasyonlarin, 6zellikle topikal uygulamalarda, hastalarin tedaviye

uyumunu artiracak ve daha hizli sonuglar elde edilecek sekilde gelistirilmesi miimkiindiir.
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Biberiye ucucu yaglar1 igeren nanoemiiljel formiilasyonlarinin gelistirilmesi,
HSV-1 tedavisinde potansiyel bir alternatifi sunmakla kalmayip, ayn1 zamanda bitkisel
ilaglar ile modern farmasotik teknolojilerin birlesimini simgelemektedir. Bununla
birlikte, bu tiir formiilasyonlarin etkinligi, uzun dénemli klinik ¢aligmalarda dogrulanmali

ve optimal dozaj, uygulama siklig1 gibi faktorlerin belirlenmesi gereklidir.

Sonug olarak, HSV-1 tedavisinde biberiye ugucu yaglari i¢eren nanoemiiljel
formiilasyonlarin gelistirilmesi, daha etkili, diisiik yan etkili ve hasta uyumunu artiran
bir tedavi segenegi sunabilir. Bununla birlikte, bu potansiyelin tam anlamiyla
gerceklestirilmesi i¢in kapsamli arastirmalarin ve klinik ¢alismalara dayali verilerin

ortaya konmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu tez galismasinda, HSV-1 iizerinde topikal uygulamaya yonelik biberiye
(Rosmarinus Officinalis) ugucu yagini igeren nanoemiiljel formiilasyonlar1 gelistirilmis,
karakterizasyon ¢alismalari yliriitiilmiis ve nihai formiilasyonlarin etkinligi arastirilmistir.

Calismamizda formiilasyonun yag fazi biberiye ucucu yagi, DL-alfa tokoferol
asetat, kaprilik/kaprik trigliserid, Sensiva PA 30 ve kosurfaktandan (Transcutol HP), su
faz1 ise siirfaktan (ANDEAN QDP Ultra Organic) ve distile sudan olugsmaktadir.

DL-alfa tokoferol asetat, vitamin E’nin en stabil tiirevi olup, kozmetik ve
farmasotik formiilasyonlarda sik¢a kullanilmaktadir (Keen, 2016). Sensiva PA 30 ise
kozmetik iirlinlerde etkinligi ile bilinen bir koruyucudur. Transcutol HP, nanoemiilsiyon
ve nanoemiiljel formiilasyonlarda kullanilan etkili bir kosurfaktan ve penetrasyon artirici
madde olarak one ¢ikar.

Calismada kullanilan ANDEAN QDP Ultra Organic yiizey aktif maddesi,
NE’lerin stabilizasyonunda kritik rol oynar. Bu dogal ekstrakt, yiiksek saponin igerigi
sayesinde giiclii ylizey aktif 6zelliklere sahiptir ve bu nedenle NE formiilasyonlarinda
emiilgator ve stabilizator olarak kullanilmaktadir. Saponinler, hem hidrofilik hem de
lipofilik 6zelliklere sahip olduklarindan, yag ve su fazlarini stabilize ederek kiiciik
damlacik boyutlarmin korunmasina yardimei olur. Ayrica, Quillaja Saponaria ekstrakti,
ciltle uyumlu dogal bir bilesen olup, kozmetik ve kisisel bakim {irlinlerinde giivenle
kullanilabilir. Bu o6zellikleri sayesinde ANDEAN QDP Ultra Organic, kozmetik,
dermokozmetik ve farmasdtik NE sistemlerinde dogal ve etkili bir stabilizator/emiilgator
olarak degerlendirilmektedir. Ayrica, Transcutol® HP yardimc: yiizey etken maddesi de,

cilt penetrasyonunu artiran ve formiilasyonun etkinligini destekleyen bir bilesen olarak
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kullanilmistir. Bu yardimci ylizey etken maddesi, tasiyici bilesiklerin cilt tarafindan daha
1yl emilmesini saglar.

Calismamizda kullanilan NE hazirlama yontemi olan ultrasonikasyon, yiiksek
enerji gerektiren ve etkili bir teknik olarak bilinir. Bu yontem, 6zellikle NE’lerin
stabilitesini ve etkinligini artirmak icin siklikla tercih edilmektedir. Ultrasonikasyon
siiresi, NE’lerin fiziksel oOzelliklerini dogrudan etkileyebilir. Sonikasyon siiresi ve
uygulama siireleri, damlacik boyutu, dagilimi ve zeta potansiyeli gibi parametrelerle
iliskilidir (Ozgiin, 2013). Calismamiza NE hazirlama yontemi olarak yiiksek enerji
gerektiren ultrasonikasyon yontemiyle baslanmistir. Sonikasyon siiresi, yilizey aktif
maddelerin damlacik ylizeyine adsorpsiyon hizini ve yeni olusan damlaciklarin boyut
dagilimmi etkileyebilen 6nemli bir parametre oldugundan bu calismada, sonikasyon
stiresinin ortalama damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyeli iizerindeki etkilerini
degerlendirmek amaciyla iki farkli sonikasyon siiresi (10 dakika ve 20 dakika)
kullanilmustir.

NE’lerin jellestirilmesi i¢in kullanilan ksantan zamki, dogal bir polisakkarit olan
ve yiiksek molekiiler agirliga sahip bir bilesiktir. NE'lerin topikal uygulamalara uygun
hale getirilmesinde, ksantan zamki Onemli bir rol oynar. NE'lerin jellestirilmesi,
formiilasyonun viskozitesini artirarak uygulama sirasinda akigkanligin1 kontrol eder ve
ciltte daha uzun siire kalmasin1 saglar. Bu, aktif bilesenlerin hedef bolgeye daha etkili bir
sekilde iletilmesine yardimci olur. Ayrica, ksantan zamki, emiilsifiye edici ve reolojik
ozellikleri sayesinde formiilasyonun stabilitesini artirir. Ksantan zamkinin dogal yapisi
ve biyouyumlulugu, onu topikal formiilasyonlarda gilivenilir bir bilesen haline getirir
(Chemsino, 2024). Bu ozellikleri sayesinde, ksantan zamki igeren nanoemiiljeller, ciltle
uyumlu, stabil ve etkili topikal {irtinlerin gelistirilmesine katkida bulunur.

Santrifiij testi, formiilasyonlarin fiziksel stabilitelerini degerlendirmenin en
yaygin yollarindan biridir. NE’leri santrifiijleme, formiilasyonlarin olast ayrigma veya
bozunma durumlarinin 6nceden belirlenmesine yardimer olabilir. Santriflij testi,
formiilasyonlarin yogunluk farklarina dayali olarak ayrilmasini veya fazlara boliinmesini
degerlendirir. Bu test, formiilasyonlarin fiziksel stabilitelerini test eder ve
formiilasyondaki faz ayrilmalarimi gdzlemlemeye yardimci olur. Santrifiij testini
basariyla gecen stabil formiilasyonlarin pH, iletkenlik, ortalama damlacik boyutu,
Polidispersite indeksi (PDI), zeta potansiyeli ve viskozite Ol¢iimleri yapilarak

karakterizasyonu yapilmistir.
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Stabilite acisindan uygun bulunan formiilasyonlar secilerek fizikokimyasal
stabilite testlerine tabi tutulmustur. 1 ay siiresince farkli saklama kosullarinda; oda
sicakliginda (25+£2°C, %65 bagil nem), buzdolabinda (5+2°C) ve iklimlendirme
kabininde (40+2°C, %75 bagil nem) muhafaza edilen formiilasyonlar belirli zaman
araliklarinda (1. giin, 1. ay) degerlendirilmistir. Bu siirecte, formiilasyonlarin pH,
iletkenlik, viskozite, ortalama damlacik ¢api, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta
potansiyeli gibi fizikokimyasal parametreleri analiz edilmistir.

pH analizi, formiilasyonun stabilitesini degerlendirmede kritik bir parametredir.
Nanoemiiljellerde meydana gelebilecek pH degisimleri, kimyasal reaksiyonlarin
gerceklestigini ve liriin kalitesinin azaldigini gosterebilir. Calismamiz kapsaminda, oda
sicaklig1, buzdolabi kosullar1 ve iklimlendirme kabininde 1 ay boyunca bekletilen
formiilasyonlarin pH degerlerinde anlamli bir degisiklik tespit edilmemistir, bu da
formiilasyonlarin kimyasal stabilitesinin korundugunu gostermektedir.

IIk giin yapilan analizlerde, formiilasyonlarmn nanometrik boyutta oldugu ve
uygun PDI degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. 1. ay itibariyla gerceklestirilen
stabilite testlerinde, formiilasyonlarin farkli ortam kosullarinda ortalama damlacik
capinda belirli artiglar gozlense de nanoemiilsiyon sistemlerinin genel stabilitesinin
korundugu goriilmiistiir.

Hizlandirilmis stabilite testleri sonucunda, formiilasyonlarda faz ayrimu,
koalesans ve kremalasma gibi kararsizlik belirtilerine rastlanmamistir. Ayrica, pH
analizleri formiilasyonlarin kimyasal stabilitesinin korundugunu gdstermistir.
Nanoemiiljel sistemlerin uzun siireli stabilite ac¢isindan uygun oldugu, ozellikle oda
sicaklig1 ve diisiik sicaklik kosullarinda daha kararli bir yapr sergiledigi belirlenmistir.
Yiiksek sicaklikta bazi formiilasyonlarda partikiil boyutunda artis ve PDI degerlerinde
yukselme gozlense de, bu degisikliklerin biiyiik 6lciide kabul edilebilir sinirlar i¢inde
oldugu sonucuna varilmstir.

Hizlandirilmis stabilite testleri sonucunda, hazirlanan formiilasyonlarda kolloidal
sistemlerde yaygin olarak karsilasilan koalesans, kremalagsma ve faz ayrimi gibi herhangi
bir stabilite problemi gézlemlenmemistir. Bu bulgular, formiilasyonlarin zorlu kosullarda
bile fizikokimyasal stabilitesini koruyabildigini ve hizlandirilmig stabilite testlerine
dayanikli oldugunu ortaya koymaktadir.

Calismada, in-vitro sitotoksisite ve antiviral etkinlik testleri i¢in Herpes Simplex-

1 (HSV-1) Kos susu ile Vero hiicre kiiltiirti kullanilmistir. Calisma kapsaminda, test
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edilen maddelerin hiicre kiiltiirii lizerindeki etkileri mikroskopik gozlemler ve CCK-8
hiicre proliferasyon ve sitotoksisite kiti kullanilarak iki farkli yontemle
degerlendirilmistir. Sonuglar, inhibisyon konsantrasyonu (IC) olarak belirlenmistir.

Madde diltisyonlarinin hiicreler {lizerinde oldiiriicti etkisini belirlemek amaciyla
yapilan doz caligsmalarinda, her bir madde i¢in letal doz (LD) araliklar1 1/500 > LD(n) >
1/1500 olarak saptanmistir. 1/1500 ve daha diisiik sulandirmalarda, hiicrelerde herhangi
bir oldirici etki gozlemlenmemistir. Y ve P formiilasyonlari, 1/1500 ve 1/2000
diliisyonlarinda hiicrelerde sitopatik etki (CPE) ya da 6l hiicre gozlemi yapilmamaistir.
Bu nedenle, antiviral test i¢in uygun konsantrasyon olarak 1/2000 diliisyonu se¢ilmistir.

Antiviral etkinlik degerlendirilmesinde, IC50 degeri, viral yiikii %50 oraninda
baskilayan madde miktarin1 ifade ederken, CC50 degeri ise hiicre proliferasyonunu %50
oraninda inhibe eden madde miktarin1 belirtir. Ayrica, selektif indeks (IS), CC50/IC50
orani ile hesaplanir ve ideal bir ilagta bu degerin 100 ve iizeri olmasi beklenir. Bu oran
kanser arastirmalarinda 3 ve lizeri degerlerde dikkate alinabilir, ancak IS degeri 1'den
kiiclik olmamalidir.

Antiviral etkinlik oranlari, virlis inhibisyonu formiilii ile hesaplanmistir: %
inhibisyon = [(VO - Vt) / VO] x 100. 1/2000 diliisyonunda, Y formiilasyonu %94,37
oraninda bir azalma gostererek viral yiikii 17,78 kat diisiirmiistiir. Bu sonuglar, viriisiin
enfektifite giiciinde, belirlenen dillisyon oranlarinda anlamli bir azalma oldugunu
gostermektedir.

Yaptigimiz ¢alismada, antiviral etkinligi gésteren optimal konsantrasyon 1/2000
diliisyon olarak belirlenmis olup, bu deger IC50'den daha yiiksek antiviral etkinlik
gostermektedir. Y formiilasyonumuz i¢in IC50 degeri %94,37 olarak tespit edilmistir ve
bu bulgu, literatiirdeki birgok ¢alismayla uyumlu kabul edilebilir.

Bununla birlikte, ¢alismada kullanilan formiilasyonlar HSV-1 enfekte olmus
dokulara topikal uygulama icin tasarlanmistir. Topikal uygulama ile kullanilan
bilesenlerin genellikle daha yiiksek konsantrasyonlarda etkili olabilmesi muhtemeldir.

1/2000 diliisyonundaki antiviral etkinlik, in-vivo caligmalarda daha yiiksek
konsantrasyonlarla daha fazla aktivite gosterebilir. Konsantrasyon arttikca antiviral
etkinligin de artmasi beklenmektedir.

Bu arastirma sonucunda, incelenen ugucu yag formiilasyonunun HSV-1 iizerinde
inhibitor bir etkisi oldugu ve bu nedenle anti-HSV-1 tedavisinde kullanilabilecek bir

potansiyele sahip oldugu sonucuna varilabilir.
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