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Onsoz

Bu tez ¢alismasinda Turkiye’de yaygin olarak bulunan 3 ¢am tiiriinin kabuklarindan
elde edilen ekstreler kullanilmistir. Calismanin sonucunda ise bu ekstrelerden biri ile

yara tedavisinde topikal olarak kullanilmak iizere bir jel formiilasyonu gelistirilmistir.

Calisma konusu belirlenirken topikal uygulamaya yonelik bir formiilasyon
tasarlanmas1 amaglanmig, bu amagla da topikal formiilasyonlarin en sik kullanildigt

alanlardan olan yara tedavisi secilmistir.

Cam bitkisinin se¢ilme nedeni, daha 6nce yapilan galismalardan elde edilen verilere
gore tlkemizde yetisen bazi ¢am tiirii kabuklarinda antiinflamatuar ve antioksidan
aktiviteye sahip bilesiklerin yiiksek oranda saptanmasidir. Bu biyolojik aktiviteler,
bitki kabuklarinin yara iyilestirici etki gosterebilecegine isaret etmektedir. Bu nedenle
tilkemizde yaygin olarak bulunan 3 ¢am tiirii se¢ilerek yara iyilestirici aktiviteleri in
vitro olarak incelenmistir. Uygun dozu belirlenen ¢am kabugu ekstresi, karbopol ile
hazirlanan jel formiilasyonlarinda etkin madde olarak kullanilmistir. Jel
formiilasyonlarinin karakterizasyon c¢alismalart ile in vitro Salim c¢alismalari

gerceklestirilmistir.

Bu tez Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje Numarasi: 18-ECZ-004

[zmir, 2019 Melis DEMIROZER



Ozet

Pinus Turlerinin Kabuklarindan Elde Edilen Ekstre fle Yar1 Kati Formiilasyon

Gelistirilmesi

Yara, fiziksel bir hasar sonucu cilt veya mukozay1 olusturan dokularin tahrip olmasi
ve yapisinin bozulmasidir. Yara iyilesmesi ise bu hasara yanit olarak gelisen, hicresel

ve biyokimyasal olaylar sonucu dokunun biitiinliigiiniin yeniden saglanma siirecidir.

Bitkilerin yara iyilestirici 6zelliklerinden ilk ¢aglardan beri yararlanilmaktadir. Halk
arasinda yara iyilesmesi amaciyla bitkisel yontemlere sik¢a bagvurulmaktadir. Yara
iyilestirici bitkiler arasinda Pinus L. (¢cam) turleri de gorilmektedir. Bazi ¢cam kabugu

ekstrelerinin yara iyilestirici aktivitesi oldugu yapilan galigmalarla gosterilmistir.

Bu c¢aligmanin amacit ¢am kabugu ekstrelerinin yara iyilestirici aktivitelerini
belirleyerek yari kat1 formiilasyon gelistirmektir. Bu amagla Tiirkiye’de bulunan ¢am
tirlerinden Pinus brutia, Pinus sylvestris ve Pinus pinea kabuklarinin ekstreleri
kullanilmistir. Cam kabugu ekstrelerinin sitotoksik ve yara iyilestirici dozlari hiicre
kaltura deneyleriyle belirlenmistir. Ekstrelerden en iyi yara iyilestirici aktivite
gosteren Pinus brutia ekstresiyle jel formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Formiilasyonlarin
fiziksel goriiniisli, oda sicakligindaki homojenitesi ve renk oOzelligi incelenerek
degerlendirilmistir. Karakterizasyon ¢aligmalariyla formiilasyonlarin pH, viskozite ve
akig Ozellikleri degerlendirilmistir. In vitro salim ¢alismalar1 diyaliz torbasi yontemi
ile gergeklestirilerek formiilasyonlarin salim profilleri belirlenmistir. Bitmis
formulasyonlar tizerinde farkli kosullarda (4°C, 25°C, 40°C) 3 aylik stabilite ¢alismasi
yuriitiilmiistiir. Stabilite ¢alismasinda formilasyonlar baslangi¢ aninda, 30. ve 90.
gunlerde fiziksel ozellikler, pH, viskozite ve akis oOzellikleri agisindan

degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler; yara iyilesmesi; yar1 kati; jel; cam



Abstract

Development Of A Semi Solid Formulation Using Extract Of Pine Barks
Wound is deterioration of tissues that make up skin or mucosa and disruption of normal
skin structure as a result of physical or chemical damage. Wound healing is a process

consists of biochemical and cellular events leading to repair of damaged tissues.

The wound healing properties of plants have been used since the first ages. In folk
medicine, herbal treatments are often used for wound healing purposes. One of the
species that have the wound healing property is Pinus (pine) sp. Many studies revealed

that some pine barks extracts had wound healing activity.

This study aims to determine wound healing activity of pine bark extracts and
formulate a semi solid dosage form by using them. For this purpose, extracts of Pinus
brutia, Pinus sylvestris and Pinus pinea barks which are pine species grown in Turkey,
were used. Cytotoxic and wound healing doses of pine bark extracts were determined
by in vitro cell culture assays. As a semi solid dosage form, gel formulations desingned
and prepared with the Pinus brutia bark extract which had showed the highest wound
healing activity. Physical appearance, homogenity and color properties of the
formulations were evaluated at room temperature. Viscocity and pH measurements
and rheology analysis were conducted for characterization of the gel formulations. In
vitro dissolution study of the formulations were performed by using diyalysis bag
method and drug release kinetics were calculated. In stability experiment, sample of
the formulations were exposed to different storage conditions (4°C, 25°C, 40°C) during
3 months. Analyses were performed on 0., 30. and 90. days and formulations were

evaluated in terms of viscocity, pH, rheological and organoleptic properties.

Keywords; wound healing; semi solid; gel; pine
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1. Giris

Camlar (Pinus), Kuzey yarim kiirede yaygin olarak yetisen ve 100’den fazla turle
temsil edilen bir cinstir. Cam tiirlerinin kabuklar1 ¢cok eski zamanlardan beri ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde dahilen veya haricen kullamlmistir. Ozellikle Pinus maritima
(Fransiz sahil ¢ami) kabuklarindan elde edilen ekstre tizerinde pek ¢ok bilimsel
calisma yapilmis, insan sagligi acisindan faydali biyolojik aktivitelere sahip oldugu
kanitlanmustir. Pycnogenol®, Pinus maritima kabuklarindan elde edilen fenolik
bilesikler agisindan zengin igerige sahip bir ekstredir. Tiim diinyada gida takviyesi ve
fitoterapétik olarak oral yoldan kullanilan patentli bir iiriindiir. Ayrica Pyncogenol® un
haricen kullanildiginda yara iyilesmesini hizlandirdigi in vivo ¢alismalarla
gosterilmigtir (Becit, Aydin, & Basaran, 2017; Blazs6, Gabor, Schonlau, &
Rohdewald, 2004; Cetin ve ark., 2013; Kizilarslan & Sevg, 2013).

Yapilan ¢alismalarda lilkemizde bulunan bazi ¢am tlrlerinin kabuklarinin fenolik
bilesikler a¢isindan zengin oldugu ve antioksidan aktivite gosterigi saptanmistir. Bu
cam tiirlerinin gesitli hastaliklarin tedavisinde ve yara iyilesmesinde Pycnogenol®’e
alternatif olusturabilecegi diistiniilmektedir (Cetin ve ark., 2013; O. Yesil-Celiktas,
Otto, & Parlar, 2009; Ozlem Yesil-Celiktas ve ark., 2009)

Bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizda Turkiye’de dogal olarak yetisen 3 ¢am tir
se¢ilmis ve yara iyilestirici aktivitelerinin in vitro hiicre kiltiirii ¢aligmalariyla
belirlenmesi amaglanmistir. Ekstrelerin in vitro yara iyilesme testinde kontrol grubuna

gore daha iyi iyilesme gostermesi beklenmistir.

Yara iyilesme testinde uygulanacak doz araligi in vitro sitotoksisite testiyle
belirlenmistir. Cam kabugu ekstrelerinin sitotoksisite testinde uygulanacak dozlari,
Pinus maritima tird i¢in yapilmis c¢alismalarda bulunan dozlar ile uyumlu olarak
belirlenmis, ayn1 konsantrasyonlarda benzer hiicre canliligi goriilmesi beklenmistir
(Bito, Roy, Sen, & Packer, 2000; Cho, Yun, Packer, & Chunga, 2010; Figuero, Soory,
Cerero, & Bascones, 2006).

Yara iyilestirici aktivitesi en yiiksek ekstre ile jel formiilasyonlar1 gelistirilmis ve bu
formiilasyonlarin 3 ay siireyle farkli kosullardaki stabiliteleri degerlendirilmistir. Jel
formiilasyonlarinda en sik kullanilan polimerlerden Carbopol® 940 farkli oranlarda

kullanilmis ve akis, pH ve viskozite tizerindeki etkisinin incelenmesi amacglanmistir.



2. Genel Bilgiler

2.1 Deri
2.1.1 Derinin Yapisi ve Ozellikleri

Cesitli hiicre ve doku tiplerinden olusan deri, insan viicudunun en genis organidir.
Viicudun en iist katmanini olusturur. 1,2-2 m? alana sahiptir. Viicut agirhiginin yaklasik
%15’ini olusturur. Yaklasik 0.5-3 mm kalinliga sahiptir. Derinin pH’s1 4-6 arasinda
olup hafif asidiktir (Ali & Yosipovitch, 2013; Lai-cheong, 2013).

2.1.2 Derinin Bolumleri

Deri, yap1 ve islevlerine gore farkli katmanlara ayrilmistir. Bu katmanlar birbiriyle
uyum i¢inde ¢alisarak deriye esneklik ve gii¢c kazandirir. Ayrica pek ¢ok fonksiyonun
birden yerine getirilmesini saglar. Memeli derisi epidermis, dermis ve hipodermis
olmak (zere 3 tabakadan olugmaktadir. Bu ¢ok katmanli yap1 sayesinde deri, cevreye
kars1 bir bariyer gorevi iistlenir (Monteiro-Riviere, 2006).

2.1.2.1 Epidermis

Derinin en dis tabakasidir. Yassi epitel dokudan olusur. Daha ¢ok keratinositlerden
olugsmaktadir. Melanositler, merkel hicreleri ve langerhans hiicreleri, epidermiste
bulunan diger hiicre ¢esitleridir. Epidermiste kan damarlar1 bulunmaz. Distan ige
dogru; stratum corneum (boynuzsu tabaka), stratum lucidum, stratum granulosum
(granuler tabaka), stratum spinosum (diken tabaka) ve stratum basale (bazal tabaka)
olmak tizere 5 tabakasi bulunmaktadir. Stratum corneum, derinin bariyer gorevini
gerceklestirmesinde en Onemli katmandir (Lai-cheong, 2013; Monteiro-Riviere,
2006).

2.1.2.2 Dermis

Kalinlig1 0,5-5 mm araliginda olup, kollajen ve elastin bakimindan zengindir. Deriye
dayanikliligim1 ve esnekligini saglayan bu tabakadir. Alt katmanlart mekanik
hasarlardan korur. Dermiste bulunan kan damarlar1 sayesinde epidermisin beslenmesi
saglanir. Dokunma ve basing duyularin iletmekle gorevli sinir hiicrelerini barindirir.
Bu tabakada ayrica kil folikiilleri, yag ve ter bezleri, fibroblast, makrofaj ve mast
hiicreleri bulunmaktadir (Benson & Watkinson, 2012; Monteiro-Riviere, 2006)



2.1.2.3 Hipodermis

Subkiitan doku olarak da bilinir. Dermisin altinda yer alir. Daha biiyilik kan damarlart
ve sinirleri barindirir. Yag dokusu bakimindan zengindir. Derindeki yapilari fiziksel

hasardan ve 1s1 degisimlerinden korur (Benson & Watkinson, 2012)

2.1.3 Derinin Gorevleri

Derinin temel gérevlerinden biri viicudu dis ve i¢ etkenlere karsi korumaktir. i¢
organlarn fiziksel ve kimyasal dig etkenlere kars1 korur. Viicut sicaklig1 diizenleyerek
su ve elektrolit kaybimi engeller. Terleme yoluyla bosaltim yapar. Immun yaniti
dizenler ve vicudu enfeksiyonlardan korur. Deri, epidermis sayesinde g¢esitli
maddelerin emilimini gergeklestirir. Derinin emilim 6zelliginden daha ¢ok tedavide
yararlanilir. Derinin bir diger gorevi ise depolamadir. Derinin depoladigi maddelerin
basinda karbonhidratlar gelir. Ayn1 zamanda 6nemli bir yag ve su deposudur. Deri
sinir uglart bakimindan zengin oldugundan duyu islevine de sahiptir. Ayrica

ultraviyole 1sinlart etkisiyle D vitamini sentezlemektedir (Monteiro-Riviere, 2006).

2.1.4 Tlaclarmm Deriden Gecisi

llaclar lokal veya sistemik etki elde edebilmek amaciyla deriye uygulanir. Etken
maddenin veya ilag tastyici sistemin istenen etkiyi gosterebilmesi i¢in deriden penetre
olmas1 gerekir. Ilaglarm deriden gecisindeki en énemli bariyer epidermisin en Ust

tabakas1 olan stratum corneumdur (Benson & Watkinson, 2012; Degim, 2009).
Stratum corneumdan gegisi saglayan 3 yol vardir:

Por ya da bosluklardan gecis: Ter bezleri ve kil folikiilleri yoluyla diisiik direncli

gecisin saglandig1 yoldur. Suda ¢6ziiniirliigii iyi olan polar maddelerin tercih ettigi bir

gecis yoludur. Bu yiizden polar yol da denmektedir.

Transseluler yol: Maddeler epidermiste bulunan keratinosit hucrelerinin icinden

gecer. Bu yoldan daha ¢ok non-polar maddeler gegebilmektedir.

Interseliiler yol: Deriden gegisin temel yoludur. Hiicreler arasi gegis saglanr.

Maddenin lipit/su partisyon katsayis1 ve molekiill agirligina bakilarak stratum

corneumdan gegisi belirlenebilir (Benson & Watkinson, 2012; Degim, 2009)



2.1.5 Deriden Gegisi Etkileyen Faktorler

Deriden emilim; derinin Ozelliklerine, etkin madde ve formilasyonun ¢zelliklerine
gore degisebilmektedir. Deriden emilime etki eden faktorler biyolojik ve

fizikokimyasal olmak tzere iki grup olarak degerlendirilebilir.

Biyolojik Faktoler: Derinin ozelliklerine bagl faktorlerdir. Derinin yasi, kalinhigi,

hidrasyonu, sicakligi, bolgesel farkliliklari, deri metabolizmasi ilaglarin deriden

emilimini etkilemektedir.

Fizikokimyasal Faktorler: Etken maddenin fizikokimyasal 6zellikleri deriden gecise

onemli oOlcude etki etmektedir. Bu Ozelliklere 6rnek olarak etken maddenin
¢Oziiniirliigli, molekiiler 6zellikleri, partisyon katsayisi, pKa degeri, molekiil agirlig
verilebilir. Yardimci maddelerin 6zellikleri, penetrasyon artiricilarin varligi gibi
faktorler de formulasyona ait fizikokimyasal faktorlerdendir (Almeida, Fradin, Grice,
& Stephen, 2012; Benson & Watkinson, 2012).

2.2 Yarave Yara lyilesmesi
2.2.1 Yaranedir?

Yara, fiziksel veya kimyasal bir hasar sonucu cilt veya mukozay1 olusturan dokularin

tahrip olmasi ve biitiinliigiiniin bozulmas1 olarak tanimlanmaktadir (Altindas, 2001).

2.2.2 Akutyara

Doku onariminin devamli oldugu ve iyilesmenin istenen siirede gerceklestigi yaralara
akut yara denir. Genel olarak akut yaralar 3 hafta i¢inde iyilesme gosterirken kronik
yaralarin iyilesmesi 3 ay1 gegebilmektedir. Cerrahi kesikler, termal yaralar, siyriklar
ve derin kesikler akut yaralara ornek olarak verilebilir (Dreifke, Jayasuriya, &
Jayasuriya, 2015).

2.2.3 Kronik yara

Iyilesme siireci diizensiz ve yavas olan veya hig iyilesme gdstermeyen yaralar kronik
yaralardir. Kronik yaralarda epidermis, dermis ve altinda bulunan tiim tabakalar zarar
gorebilir. Doku kaybi ve buna bagli olarak fonksiyon kaybi goriilebilir. Kronik yaraya
ornek olarak diyabetik Ulserler ve vendz bacak tlserleri verilebilir (Dreifke ve ark.,
2015)



2.2.4 Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, hiicre ve dokularin zedelenmesi sonucu doku biitiinliigiiniin yeniden
saglanmas1 amaciyla gerceklesen biyolojik siirectir. Meydana gelen hasara yanit
olarak fizyolojik yara iyilesme mekanizmasi devreye girer ve bunu takip eden hiicresel
ve biyokimyasal olaylar sonucu yeni doku olusumu saglanir. Yara iyilesmesi,
inflamatuar hiicrelerin, kan faktorlerinin ve diger doku hiicrelerinin etkilesimleriyle
gerceklesen karmasik ve dinamik bir siiregtir. Temel amaci, hasarli dokunun diizgiin
ve yeterli bir bicimde oksijenlenmesini, beslenmesini ve nemlenmesini saglayarak
doku hasarini en aza indirmektir (Bentley & Nawaz, 2010; Robson, 2001).

2.2.5 Yara lyilesmesinin Evreleri

Yara iyilesme streci 3 evreden olusmaktadir (Sekil 1).

Temel Pihti Blytme faktorleri Kollajen sentezi Kollajen
olay olusumu salimi yikimi
Fibroblast
Lenfosit
Hakim
hiicreler Makrofaj
‘ Nétrofil I
Vaskdler S
L{'L Vazodilatasyon
cevap 7
Vazokonstriksiyon Maturasyon fazi
- s ~
Faz Proliferasyon fazi ~ -
- ~
- ~ g
Inflamasyon fazi
< o // /2
| | | . "7/ i
Travma 3. giin 5. gilin 2. hafta 1.yl

Sekil 1: Yara iyilesmesinin fazlar1 (Kiligoglu, Kiligoglu, & Eren, 2005).



2.2.5.1 Inflamasyon Fazi

Yara iyilesme siirecinin ilk evresidir. 2-4 gln sirer. Yaralanmanin hemen ardindan
homeostaz siireci baglar. Bu siiregte yara alaninda dolasim diizenlenir ve platelet
agregasyonu ile piht1 olusumu saglanir. Bunu takiben yara alanina notrofil, makrofaj
ve lenfositler gibi inflamasyon hiicreleri gé¢ eder. Bu hiicreler iyilesmeyi hizlandiran
temel faktorlerdir. Ilk 24 saat igerisinde yara bolgesinde nétrofiller baskinken
yaralanmanin 2-3. gininde makrofaj hakimiyeti baglar. Makrofajlar fagositik
hiicrelerdir ve noétrofillerle birlikte c¢esitli doku yikim {iriinleri, yabanci madde ve
bakterilerin yara bolgesinden uzaklastirilmasinda gérev alirlar. Notrofil ve makrofajlar
cesitli enzim ve protein yapidaki birgok biiylime faktoriiniin - salinimini
gerceklestirirler. Blylme faktorleri, fibroblast, keratinosit ve endotel hiicrelerini
uyararak doku onarimii hizlandirirlar (Kiligoglu et al., 2005; Parsak, Sakman, &
Celik, 2007).

2.2.5.2 Proliferasyon Fazi

Yaralanmadan 3-5 giin sonra baslayan ve 3-6 hafta boyunca devam eden onarim
donemidir. Proliferasyon evresinde makrofajlar, lenfositler, fibroblastlar, epitel ve
endotel hiicreleri gorev alir. Bu faz, hiicre artis1 ve epitelizasyon ile karakterizedir.
Yaradaki inflamasyon hiicreleri azalir ve graniilasyon dokusu yara bdlgesini kaplar.
Fibroblast, endotel ve keratinosit hiicreleri biiytime faktorii salimima devam ederler.
Sentezlenen buytime faktorleri sayesinde bolgede kollajen ve kan damarlar1 olusmaya
baslar (Kiligoglu ve ark., 2005; Parsak ve ark., 2007).

2.2.5.3 Yeniden Sekillenme (Remodelling) Fazi

Fonksiyonel biitiinliigiin ve tam iyilegsmenin saglandig1 fazdir. Yara iyilesme siirecinin
en uzun evresidir. Yaralanmanin 2-3 hafta sonrasinda baslar ve doku biitiinligi
saglanana kadar devam eder. Bu evrede fibroblast ve makrofajlar kaybolur. Kollajen
sentezi ve kollajen yikimi beraber devam eder ve kollajen dengesi saglanir. Damarl
grantlasyon dokusunun yerini skar dokusu alir. Yaranin rengi soluklasir ve kalinligi
azalir. Yara dokusunun kontraksiyonu ile birlikte epitelizasyon ve bag dokusu birikimi
saglanarak yara iyilesme siireci tamamlanmis olur (Kiligoglu ve ark., 2005; Parsak ve

ark., 2007).



2.2.6 Yara lyilesmesi Tipleri

Yara iyilesmesi; primer iyilesme, sekonder iyilesme ve tersiyer iyilesme olmak iizere

3 tiptedir (Sekil 2).

Primer iyilesme

Sekonder iyilesme

£ Lo
=

Kontraksiyon

Bag dokusu
onarimi

Sekil 2: Primer, sekonder ve tersiyer iyilesme (Parsak ve ark., 2007).

2.2.6.1 Primer lyilesme

En az skar olusumu ve doku kaybinin gozlendigi yara iyilesme tipidir. Yara
kenarlarinin basit cerrahi yontemlerle birbirine yaklastirilmasi sonucu meydana gelen
iyilesmedir. lyilesme sirasinda graniilasyon dokusu ve odem olusumu en az
dizeydedir ve enfeksiyon gorilmez. Kollajenin ve matris proteinlerinin olusumu
diizenli bir bigimde gergeklesir. Yaralanma yalnizca epitel dokunun hasaria yol acar.
fyilesme sonrasi, yaralanmadan 6nceki dokunun %85-90’1 geri kazanilir (Altindas,

2008; Bentley & Nawaz, 2010).



2.2.6.2 Sekonder Iyilesme

Doku kaybinin fazla oldugu yaralarda goriilen iyilesme tipidir. Bu yaralara cerrahi
islem uygulanmaz, yara agik birakilarak graniilasyon dokusunun yara alanini
doldurmas1 beklenir. Bunu takiben yara kontraksiyonu ve ardindan epitelizasyon
goriiliir. Tyilesme siiresi yaranin acikligina ve derinligine gore degiskenlik gosterir.
Inflamasyon faz1 primer iyilesmeye gére daha uzun siirdiigiinden epitelizasyon streci
4-8 haftayr bulabilir. Sekonder iyilesmede her zaman skar olusumu gozlenir ve
yaralanan doku rejenerasyon ile tam olarak eski haline gelemez (Altindas, 2008;
Bentley & Nawaz, 2010).

2.2.6.3 Tersiyer Iyilesme

Gecikmis primer iyilesme olarak da bilinir. Doku kaybmin fazla oldugu
yaralanmalarda yara, enfeksiyonu énlemek amaciyla birkag giin acgik birakilir. Bu
surecte yaranin bakimi yapilarak sekonder iyilesmeye birakilir. Kapatilmaya uygun
hale geldiginde primer iyilesmede oldugu gibi siitur ile kapatilir (Altindas, 2008;
Bentley & Nawaz, 2010).

2.2.7 Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler
2.2.7.1 Oksijenizasyon ve Dolasim

Hasarli doku oksijene saglikli dokudan ¢ok daha fazla ihtiya¢ duyar. Bu sebeple
yaranin oksijenizasyonu, iyilesmeyi saglayan en énemli faktordiir. Iyilesmede biiyiik
rol oynayan kollajenin sentezi icin oksijen gerekmektedir. Oksijen seviyesinin diisiik
olmasi, yarada enfeksiyon riskini de arttirmaktadir. Oksijenlenmenin diizgiin bir
sekilde saglanabilmesi i¢in hasarli bolgede kan akiminin yeterli diizeyde olmasi
gerekir.Dolasim bozukluklarinda dokuya istenen diizeyde oksijen taginamayacagindan
yara 1yilesme siireci yavaglar. Diizgiin dolasim, iyi damarlanma ve yeterli
oksijenizasyonun saglandigi yaralarda iyilesme hizli bir sekilde gerg¢eklesmektedir
(Parsak ve ark., 2007).

2.2.7.2 Enfeksiyon
Yara iyilesme siirecini etkileyen énemli bir faktordiir. Inflamasyon fazinin uzamasina

sebep olarak yaranin iyilesmesini yavaslatir. Bakteriyel birikme sonucu epitelizasyon

ve anjiyogenez olumsuz etkilenir (Altindas, 2008).



2.2.7.3 Yas

Bebekler, cocuklar ve gencg yetiskinlerde yara iyilesme siireci olduk¢a hizli ilerler.
Yasin ilerlemesiyle, 6zellikle 70 yasin iizerinde, inflamasyon slrecindeki yavaslama,
ekstraselliiler matriks protein yapiminin azalmasi, ek hastaliklar gibi faktorlere bagh

olarak yara iyilesmesi daha yavas ger¢eklesmektedir (Parsak ve ark., 2007).

2.2.7.4 Beslenme

Yara iyilesme siirecinin diizgiin gerceklesebilmesi i¢in viicudun yeterli miktarda
protein, yag, karbonhidrat, vitamin ve minerale ihtiyaci vardir. Viicudun protein ve
mineral bakimindan yetersiz kalmasi inflamasyon siirecini uzatir ve kollajen sentezini
azaltir, bu da yara iyilesmesini olumsuz yonde etkiler. Karbonhidratlar, yara iyilesme
stirecinde hiicrelere enerji saglar, yaglar ise yeni hiicre sentezinde gorev alir. Yara
iyilesmesi i¢in Ozellikle A, C, D, E ve K vitaminlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. A
vitamini epitelizasyon ve kollajen sentezinden sorumludur. K vitamini kan
pithtilasmasinda gorev alirken, E vitamini antioksidan 6zellige sahiptir ve membran
stabilizasyonunu saglar. C vitamini, kollajen sentezinde gorev aldigindan eksikligi
yara iyilesmesini ve kontraksiyonunu etkiler. Magnezyum, c¢inko, bakir, demir

eksikliginde ise yara epitelizasyonu diizgiin gergeklesmez (Mandal, 2006).

2.2.7.5 Steroid Kullanimi

Sistemik ya da topikal uygulanan bazi ilaglar yara iyilesme prosesine etki ederek
iyilesmeyi olumsuz yonde etkiler. Steroidler, iyilesmenin erken doneminde ddemi
azaltmak amaciyla kullanilsa da yara iyilesmesinin ileriki fazlarinda inflamatuar yaniti

bozarak epitelizasyonu yavaslatmaktadir (Parsak ve ark., 2007).

2.2.7.6 Diyabet

Diyabet hastalarinda yara iyilesme siireci normal bireylere kiyasla daha yavas
gerceklesmektedir. Buna sebep olan bircok faktdr vardir. Ornegin; diyabette olusan
vaskiiler hasarlar yara bolgesindeki kan dolagim1 ve oksijenlenmeyi etkiler. Diyabette
inflamasyon, anjiyogenez ve kollajen sentezi bozulur, hiicresel bagisiklik zayiflar,

enfeksiyon riski artar (Brem & Tomic-canic, 2007).



2.3 Pinus Cinsi (Camlar)
2.3.1 Pinus Cinsinin Genel Ozellikleri

Pinus, Pinaceae familyasina ait olup Kuzey yarim kiirenin birgok bdlgesinde yaygin
olarak yetisen bir cinstir. Diinyada Pinus cinsine ait yaklasik 115 tiir bulunmaktadir
(Erasme, 2007).

Cam tiirleri yeryiiziinde genis ormanlar meydana getirmeleri, kereste, odun, regine ve
kagit hamuru gibi iirlinler vermeleri sebebiyle ekolojik ve ekonomik agidan biiyiik
degere sahiptir. Cam tiirlerinden terebentin, ¢am ve terebentin esansi, cam katrani gibi
onemli Urlnler elde edilmekte, ayni zamanda odun ve kagit sanayisinde
kullanilmaktadir (Kizilarslan & Sevg, 2013; Tanker, Koyuncu, & Coskun, 2007).
Tiirkiye’de ¢am ormanlar1 kapladiklar1 11.536.036 hektarlik alanla toplam orman
alanmin yaklasik yarisini olusturmaktadir. Camlar, Tiirkiye’nin hemen her bolgesinde
yetismektedir. Pinus cinsinin Tiirkiye’de dogal olarak yetisen 5 tiirii bulunmaktadir:
Pinus brutia (Kizilgam), Pinus sylvestris (Sarigam), Pinus nigra (Karagam), Pinus
pinea (Fistik gam1), Pinus halapensis (Halep ¢ami) (Kizilarslan & Sevg, 2013; Tilrkiye
Orman Varligi, 2015).

2.3.2 Pinus brutia (Kizilgam)

Kizilgam diinyada 6zellikle Akdeniz ikliminin etkili oldugu alanlarda yayilis gosteren,
boyu 20-25 metreye kadar uzayabilen bir ¢am tiiriidiir. Ulkemizde en yaygin Akdeniz,
Marmara ve Ege Bolgeleri’nde bulunmaktadir. Asil genis yayilisint Dogu Akdeniz’de
gosterir. Diinyada en fazla yayilis1 Tiirkiye’de goriildiiglinden literatiire “Turkish red
pine” olarak ge¢mistir. 2015 yili verilerine gore Tiirkiye’deki orman alanlarinin
%25.11’in1 (5.610.215 hektar) olusturarak tiim agac tiirleri arasinda 2. sirada yer
almaktadir. Ekonomik ve ekolojik degeri yiiksek agag tiirlerimizdendir (Boydak, 2004,
Tarkiye Orman Varlig:, 2015).

Pinus brutia govdelerine agilan yariklardan terebentin (¢am sakizi), terebentinin
distilasyonu ile de terebentin esans1 (oleum terebinthinae) ve kolofan adi verilen regine
elde edilmektedir. Terebentin esansi eczacilikta merhem yapiminda ve haricen
romatizma agrilarinda; veteriner hekimlikte agr1 kesici, solunum ve idrar yolu
hastaliklarinda antiseptik olarak kullanilmistir. Pinus brutia’nin gévde ve dallarinin

diisiik 1sida yakilmasi ile Pix Pini (¢cam katrani) elde edilir. Siyah renge ve koyu
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kivama sahip bu {irlin eczacilikta solunum yolu, idrar yolu ve deri hastaliklarinda
kullanilmaktadir (Tanker ve ark., 2007).

2.3.3 Pinus sylvestris (Sarigam)

Saricam dallar1 ve gévdesi sarimsi renkte olan, boyu 30-35 m uzunluga ulasabilen bir
cam turudur. Sarigamlar diisiik sicakliklara dayaniklidir. Farkli iklim kosullarina iyi
uyum saglayabildiginden Kafkasya’dan Kuzey Avrupa’ya kadar uzanan genis bir
yayilisa sahiptir. Ulkemizdeki dagilisina bakildiginda daha ¢ok kuzey Anadolu’nun
daglik kesimlerinde (1300-2400 m) ormanlar meydana getirdigi goriilmektedir.
1.518.929 hektarlik yayilis alaniyla Tirkiye’deki orman alanlarinin %6.8’ini
olusturmaktadir (Sevik & Topagoglu, 2015; Tanker ve ark., 2007; Turkiye Orman
Varligi, 2015).

Govde odunlart pek ¢ok alanda kullanildigindan ve tercih edildiginden ekonomik
degeri olan bir aga¢ tiirtidiir. Sarigam tomurcuklarinin (Turio Pini) igerdigi recineli
bilesikler ve ugucu yag diiiretik ve ekspektoran etkiye sahiptir. Dallarinin kuru
distilasyonu ile Pix Pini (cam katrani) elde edilir ve haricen deri hastaliklarinda
kullanilir. Govde ve dal kabuklar yiiksek miktarda tanen icermektedir (Fisher, 2002;
Tanker ve ark., 2007).

2.3.4 Pinus pinea (Fistik Cami)

Boyu 15-30 m’ye ulasabilen, iist govdesindeki dallanma nedeniyle tepesi semsiye
seklinde goriinen bir ¢am tiiriidiir. Seklinden dolay1 diger ¢amlardan rahatlikla ayirt
edilebilir. Fistik ¢ami, Portekiz’den Andolu’ya kadar tiim Akdeniz kiy1 kesimlerinde
dogal yayilis gostermektedir. Ulkemizde en ¢ok Ege Bolgesi’nde yetismektedir.
Tirkiye’de 161.971 hektarlik alanda yayilis gostererek toplam orman alanlarinin

yalnizca %0.72’sini olusturur (Tanker ve ark., 2007; Tiirkive Orman Varhgi, 2015).

Fistik ¢aminin tohumlarindan, odunundan ve reginesinden yararlanilmaktadir. Cam
fistig1 ad1 verilen yag bakimindan zengin tohumlari, yemeklerde ve tatlilarda lezzet
verici olarak kullanilir. Cam fistigi 6nemli bir ihrag iriinii oldugundan ekonomik
acidan degerlidir (Tanker ve ark., 2007).
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2.3.5 Cam Kabugu Ekstreleri ve Biyolojik Aktiviteleri

Cam kabuklart fenolik bilesikler agisindan zengin bir igerige sahiptir. Fenolik
bilesikler bitkilerde sekonder metabolit olarak bulunan, aromatik yapidaki organik
bilesiklerdir. Fenolik asitler (hidroksisinnamik, hidroksibenzoik asit ve trevleri) ve
flavonoidler (antosiyaninler, flavonlar, flavonoller, katesinler ve proantosiyanidinler)
olarak iki gruba ayrilirlar. Fenolik bilesikler bir ya da daha fazla hidroksil grubu (-OH)
icerdiklerinden serbest radikallerin meydana getirdigi oksidan etkiyi inhibe ederler
(Narayana, Reddy, Chaluvadi, & Krishna, 2001).

Cam kabugu ekstrelerinden ticari olarak en yaygin bulunani Fransiz sahil ¢ami (Pinus
maritima) kabuklarindan elde edilen piknogenoldiir. Ayn1i zamanda piknogenol,
tizerinde en ¢ok calisma yapilmis cam kabugu ekstresidir. Bu ekstre esas olarak
proantosiyanidinlerden olusan, flavonoid/polifenol yapisinda bir komplekstir.
Proantosiyanidinler, katesin ve epikatesinin kondenzasyonu ile olusmus flavonoid
grubu bilesiklerdir. Bunlarin yaninda katesin, epikatesin, taksifolin monomerleri ile
gallik asit, kafeik asit, ferulik asit gibi fenolik asitler de piknogenolin igeriginde
bulunmaktadir (D’ Andrea, 2010; Packer, Rimbach, & Virgili, 1999).

Piknogenolde bulunan proantosiyanidinler ve diger fenolik bilesiklerin insan sagligi
agisindan faydali pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahip oldugu gesitli in vivo ve in vitro
caligmalarla gosterilmistir. Piknogenolin en belirgin ozelligi giiglii antioksidan
aktiviteye sahip olmasidir. Ayn1 zamanda antimikrobiyal, antiviral, antiinflamatuar,
antikarsinojenik, immunmodulator, vazodilator, antidiyabetik ve yara iyilestirici
aktivitelere sahip oldugunu kanitlayan g¢aligmalar mevcuttur (Maimoona, Naeem,
Saddige, & Jameel, 2011; Packer ve ark., 1999; Tiimen, Akkol, Tastan, Siintar, &
Kurtca, 2018).

Gunlimizde piknogenol, hem gida takviyesi olarak hem de diyabet, kanser,
inflamatuar hastaliklar, solunum yolu hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar, immun
sistem hastaliklar1 gibi pek cok rahatsizliga kars1 etkili bulundugu i¢in fitoterapotik
olarak tiim diinyada kullanilmaktadir. Piknogenoliin ticari preparati “Pycnogenol®
(Horphag Research Ltd, UK, Geneva, Isvigre)” adi ile patentlidir (Becit, Aydim, &
Basaran, 2017; D’ Andrea, 2010; Packer ve ark., 1999).
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Piknogenoliin lokal olarak uygulandiginda yara iyilesme siirecini hizlandirdigz in vivo
hayvan deneyleriyle gosterilmistir. Icerdigi fenolik bilesikler sayesinde yara iyilesme
siirecinde okside olmus askorbata baglanarak geri doniisiimiinii saglamaktadir. Ayrica
kollajen ve elastine yiksek afinite gOsterdiginden enzimatik hidrolizlerini

engelleyerek yenilenmeyi hizlandirdig: disiiniilmektedir (Blazso ve ark., 2004).

Cam kabuklar eski zamanlardan beri halk arasinda kullanilmaktadir. Tiirkiye’de ve
diinyanin c¢esitli bolgelerinde yapilmis etnobotanik ¢alismalara bakildiginda cesitli
cam tiirii kabuklarinin inflamatuar deri hastaliklarinda, yara tedavisinde, kanamalari
durdurmada ve dis agrilarinin tedavisinde haricen kullanildig1 goriilmektedir (Agelet
& Valles, 2003; Becit ve ark., 2017). Cam kabuklarinin antik ¢aglarda deri iilseri,
egzema ve yaralar iyilestirmek amaciyla ezilerek lapa seklinde kullanildig:
bilinmektedir (Drehsen, 2007). Tiirkiye’de Pinus cinsi tizerine yapilmis etnobotanik
bir aragtirmada Pinus brutia kabuklarinin dekoksiyon seklinde veya ezilerek haricen
inflamasyonlu deri ve mukoza hastaliklarinda kullanildig: belirtilmistir (Kizilarslan &
Sevg, 2013).

O. Yesil-Celiktas ve ark., 2009 calismasinda, Tirkiye’den toplanan P. pinea, P.
sylvestris, P. nigra ve Almanya’dan toplanan P. parvifora, P. ponderosa, P. sylvestris,
P. nigra kabuklarindan elde edilen ekstrelerin igerigindeki aktif bilesenler ve total
fenolik madde miktarlart analiz edilmis, radikal supiriici aktiviteleri
degerlendirilmistir. En yiksek total falvan-3-ol ve total fenolik madde miktarinin
Aydin bolgesinden toplanan P. pinea ekstresinde bulundugu saptanmustir (O. Yesil-
Celiktas ve ark., 2009).

Ozlem Yesil-Celiktas ve ark., 2009 ¢alismasinda, Tiirkiye’de bulunan ¢am tiirlerinden
P. brutia, P. sylvestris, P. nigra ve P. pinea kabuklarinin ekstreleri hazirlanmis ve bu
ekstreler igerdikleri antioksidan bilesikler olan katesin ve taksifolin miktarlar
acisindan degerlendirilmigtir. P. brutia ve P. nigra’da fenolik madde miktart P.
sylvestris, ve P. pinea 'ya gdre daha yiiksek bulunmustur. Ozellikle P. brutia’ nin, diger
cam tdrleri ile yapilmis benzer c¢alismalarla karsilastirildiginda taksifolin igerigi
acisindan zengin bir kaynak olabilecegi belirlenmistir (Ozlem Yesil-Celiktas ve ark.,
2009).

Cetin ve ark., 2013 ¢alismasinda, Pinus brutia ekstresi ve Pycnogenol®*iin in vivo yara
iyilestirici aktivitelerini karsilastirmak amaciyla %2 oraninda Pycnogenol® ve Pinus

brutia kabugu ekstresi iceren Y/S krem formiilasyonlari hazirlanmis ve sicanlarda
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olusturulan insizyon yara modellerine 9 giin boyunca uygulanmistir. Calisma
sonucunda epidermal kalinlik Pycnogenol® grubunda, plasebo ve P. brutia grubuna
gore daha yiiksek bulunmustur. P. brutia grubundaki vaskiilarizasyon orani ise diger
gruplara gore daha yiiksektir. Pycnogenol® ve P. brutia uygulamasi antioksidan SOD
enziminin ylikselmesine yol agmustir. P. brutia ekstresi uygulanan grupta kontrol
grubuna gore MDA seviyesinde diisiis gézlenmistir. Bu bulgular P. brutia ekstresinin
yara iyilesme siirecinde antioksidan etki gosterdigini desteklemektedir. Pinus brutia
ekstresi, kontrol ve Pycnogenol® grubuna gore daha hizl iyilesme gostermistir. Bu da
P. brutia ekstresinin yara iyilesme tedavisinde kullanilabilecegine isaret etmektedir
(Cetin ve ark., 2013).

Okur ve ark., 2019 caligmasinda, poloksamer kullanilarak %5 oraninda Pycnogenol®
iceren in situ jel formiilasyonlar1 hazirlanmis ve jellerin yara iyilestirici aktivitesi in
vivo yara modeli ile farelerde 10 giin boyunca test edilmistir. Piknogenol® iceren jel
formiilasyonlar1 10. glinde yara alaninda %86.91 kii¢lilme gostererek kontrol grubuna
kiyasla belirgin derecede daha iyi yara iyilesmesi gostermistir. Ayrica epidermal ve
dermal rejenerasyon, anjiyogenez ve granllasyon dokusunun kalinligi tizerinde
kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde etki gosterdigi belirlenmistir (Okur ve ark.,
2019).

2.4  Deriye Uygulanan Yar1 Kati flac Sekilleri

Yar1 kat1 ilag sekilleri lokal veya sistemik etki elde etmek amaciyla deri yiizeyine
uygulanan homojen goriinimlii, yumusak kivamli, ti¢ boyutlu yapiya sahip
preparatlardir. Topikal preparatlar olarak da adlandirilirlar. Bir veya birden fazla etkin
maddenin gesitli tastyict sivaglarin igerisinde dagitilmast veya ¢oziindirilmesi ile
hazirlanirlar. Genel olarak merhemler, patlar, kremler ve jeller seklinde

smiflandirilabilirler (Garg, Rath, & Goyal, 2014; Ozer ve ark., 2015).

241 Merhemler

Deriye haricen uygulanmak tzere tasarlanmis, yumusak kivamli, siirtilebilir yar1 kati
preaparatlardir. Merhemler deride hasarli bolgeyi koruyarak yenilenmeyi
hizlandirirlar, deriyi yumusatirlar, topikal aktivite gdsterirler ve hidratasyonu
saglarlar. Genellikle terapotik amagla kullanildiklarindan etkin madde igerirler. Etkin

madde, tastyici sivag icinde ¢oziinmiis olarak veya siispande halde bulunabilir.
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Merhemlerin tasiyict kismu genellikle tek fazdan olusan yagli sivaglar olmakla beraber
S/Y tipi emulsiyon formunda da olabilmektedir. Kullanilan sivag gesidine gore
absorpsiyon merhemleri, hidrofilik merhemler ve hidrofobik merhemler olarak
siniflandirilabilirler (Degim, 2009; Garg et al., 2014)

2.4.2 Patlar

Patlar yap1 olarak merhemlere benzeyen ancak iceriginde ¢ok daha yiiksek oranda kati
madde bulunduran yar1 kat1 preparatlardir. Patlarda %50-70 oraninda kat1 madde yaglh
sivag igerisinde siispande halde bulunur. Genellikle hidrokarbon sivaglariyla
hazirlanirlar. Deri yilizeyinde koruyucu tabaka olusturan koyu kivamli drtnlerdir

(Degim, 2009; Ozer, Ertan, ve ark., 2015).

2.4.3 Kremler

Kremler genellikle emiilsiyon formunda hazirlanmis ¢ok fazli, kolay uygulanabilen
yar1 kat1 preparatlardir. Hem kozmetik hem terapotik amagli olarak yaygin sekilde
kullanilirlar. Daha ¢ok su icinde yag (Y/S) emiilsiyonu seklinde hazirlanirlar. Yag
icinde su (S/Y) emiilsiyonu seklinde hazirlananlarda yag orani merhemlere gore
diisiiktiir. ki fazin birbirine karismasi, fazlar arasindaki yiizey gerilimini diisiiren
emiilgatorler araciligiyla saglanir. Emiilgator se¢imi yapilirken kremin igeriginde
bulunan sivaglarin Hidrofilik-Lipofilik Balans (HLB) degerleri dikkate alinmalidir.
Emiilgator ¢esidi ve oraninin HLB degerine uygun olarak belirlenmesi emdilsiyonun
stabil kalmas1 ve faz ayrismasi goriilmemesi agisindan 6nemlidir (Garg et al., 2014;

Scott, Duncan, Sumner, & Waterman, 2003).

2.4.4 Jeller

Jeller inorganik veya organik kati bilesiklerin sivi fazda dagilarak veya ¢ozilinerek
meydana getirdigi, opak veya transparan goriiniimde, homojen O6zellikte yar1 kati
preparatlardir. Jeller hem kozmetik hem terapotik alanda siklikla tercih edilen
formiilasyon sekillerindendir. Tipik bir jel formiilasyonunun bilesiminde etkin madde,
su, jel yapici ajan, yardimci ¢oziicii, antimikrobiyal koruyucu ve stabilize edici ajan
bulunur. Jeller genellikle tek fazli ve ¢ift fazli sistemler olarak siniflandirilirlar. Tek
fazli sistemler organik bilesiklerin sivi fazda ¢6ziinmesiyle olusan sistemlerdir. Cift
fazl1 sistemlerde ise inorganik bilesikler sivi faz iginde dagilarak ag yapisi

olusturmustur. Tek fazli sistemlerde sivi faz genellikle sudur. Siirekli faz1 su olan
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jellere hidrojel, surekli fazi alkol, mineral yag gibi organik sivilar olan jellere organojel
adi1 verilmektedir (Akyar, 2016; Garg et al., 2014; Garg, Singh, & Goyal, 2013).

2.4.4.1 Jellerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Jellerin hazirlanmasinda kullanilan polimerler genel olarak dogal polimerler, yari
sentetik polimerler ve sentetik polimerler olarak 3 grupta incelenebilir (Sowmya,
Gowda, & Srivastava, 2015).

Dogal polimerlere drnek olarak protein yapidaki jelatin ve kollajen ile polisakkarit
yapidaki kitosan, pektin, agar, karragen, aljinatlar, kitre zamki, arap zamki1 ve ksantan
zamki verilebilir (Akyar, 2016).

Yar sentetik polimerler seliilozdan elde edilen metil selilloz (MC), karboksi metil
seltiloz (CMC), sodyum karboksi metil seliiloz (Na-CMC), hidroksi propil metil
seltiloz (HPMC) gibi seliiloz turevleridir. Jellerin hazirlanmasinda siklikla kullanilirlar
(Sowmya ve ark., 2015).

Sentetik polimerler polivinil alkol (PVA), poliakrilamitler, polioksietilen-
polioksipropilen kopolimeri olan poloksamerler ve akrilik asit polimeri olan
karbomerlerdir (Degim, 2009).

Bunlarin disinda inorganik maddeler (Bentonit) ile cesitli surfaktanlar (Tween, Brij)

da jellerin hazirlanmasinda kullanilabilmektedir (Sowmya ve ark., 2015).

2.4.4.2 Karbomerler

Karbomerler, yiiksek molekiil agirlikli ¢apraz bagl akrilik asit polimerleridir. Beyaz,
hafif karakteristik kokulu, asidik yapida higroskobik toz formundadirlar. Su, alkol ve
gliserinde ¢Oziiniirler. Siispansiyonlar, emiilsiyonlar ve yar1 katilar gibi farmasotik
formiilasyonlarin akis 6zelliklerini diizenlemek amaciyla, inceltici ve viskozite ajani
olarak siklikla kullanilan polimerlerdir. Birgok etkin madde ile gecimli stabil
tastyicilardir. Capraz baglanma ve polimerizasyon sekillerine gore farkl tiirevleri elde
edilir. Yaygin olarak bilinen ticari isimleri Carbopol®dur. Ozellikle Carbopol® 934 ve
Carbopol® 940 cok yaygin kullanilir. Jellerin hazirlanmasinda %0.5-2 oraninda
kullanilirlar. Karbopoller suda disperse edildiginde yiiksek miktarda su absorbe ederek
hacimlerinin 1000 katina kadar sisebilme 06zelligine sahiplerdir (Akyar, 2016;
Bonacucina, Martelli, & Palmieri, 2004).

Su i¢inde disperse olmus karbomerin yapisinda bulunan karboksisilik asit gruplari

diisik pH'da non-iyonize formdadir. Jellesmenin saglanmasi trietanolamin,
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dietanolamin, potasyum hidroksit, sodyum hidroksit, sodyum bikarbonat, boraks gibi
amin grubu igeren notralizasyon ajanlari ilave edilmelidir. Notralizasyon ile iyonize
tuz formuna gegen karboksilat gruplar1 birbirinden uzaklasir, dispersiyonun pH degeri
ve viskozitesi artarak yari kati jel formuna doniisiir. Noétralize edici ajan eklendikge
jelin pH degeri, viskozitesi ve berrakligi artar. Notralizasyonun fazla yapilmasi
viskozitenin azalmasma ve c¢okmeye neden olabilir. pH degeri 4.5-5.0 araligina
ulastiginda jelin viskozitesi berrakligi kabul edilebilir diizeydedir. Optimum berraklik
ve viskozite pH 7°de gozlemlenir (Bonacucina ve ark., 2004; Pena, 2013).
Karbopoller ile hazirlanan jeller optimum reolojik 6zelliklere sahiptir ve plastik akis
gosterirler. Bir ¢alismada %0,2; %0,5; %1; %1,5; %2; %3 oraninda Carbopol® 934
kullanilarak jel formiilasyonlar1 hazirlanmis ve kayma hizina karsi Olgiilen
viskoziteleri degerlerinin karbopol orani arttik¢a arttig1 goriilmistiir (Pena, 2013; Shin,
Kim, & Oh, 2000).

2.5 Reoloji

Reoloji maddelerin sekil degisikligini inceleyen bilim dalidir. Sekil degisikligi katilar
icin deformasyon, sivilar i¢in ise akis olarak tanimlanmaktadir. Farmasotik Grtnlerin
reolojik 6zellikleri formiilasyon gelistirme, tiretim, kalite kontrol gibi pek ¢ok asamada
onem tagimaktadir. Akis 6zellikleri {iriiniin biyoyararlanimina, stabilitesine ve hasta
uyuncuna dogrudan etki etmektedir. Kat1 dozaj sekillerinde tozlarin akis 6zellikleri,
tablet basimi, kapsiillerin doldurulmasi, karistirma gibi islemleri etkilemektedir.
Parenteral  formiilasyonlarin  enjektor ignesinden  gecisi, emiilsiyon ve
siispansiyonlarda siseden akis, yeniden dagilabilirlik oOzellikleri, yar1 kati ilag
sekillerinde ise iiriiniin tiipten bosaltilabilmesi ve yayilabilirligi reolojik 6zelliklerle
ilgilidir.  Farmasotik  alanda  reoloji; etkin  ve yardimci  maddelerin
standardizasyonunda, karistirma, kazandan aktarma, borudan akma gibi islemlerde
liretim prosesinin optimize edilmesinde, formiilasyonlarin ambalajlanmasinda,
biyoyararlanim, kalite kontrol ve stabilite ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Celebi,
2009; Yazan, 2002).

Sivilar uygulanan kuvvet karsisinda akis 6zelligi gosterirler. Bu akisa karsi gosterilen
diren¢ viskozite olarak tanimlanmaktadir. Stvilarin akis Ozelliklerini belirlemede
6nemli bir parametredir. Akmaya kars1 gosterilen direng ne kadar fazlaysa maddenin

viskozitesi o kadar yuksektir. Bu direng sivi molekiillerinin biribirine siirtinmesiyle
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olusur. Viskozite birimi olarak Poise (p), centiPoise (cP), Pascalsaniye (Pas) ve
miliPascalsaniye (mPas) kullanilmaktadir (Celebi, 2009; Ozer, Ertan, ve ark., 2016).

2.5.1 Akis Tipleri

Sivilar akig 6zelliklerine gére Newtonian ve Non- Newtonian sistemler olmak tzere 2

grupta incelenmektedir (Ozer, Ertan, ve ark., 2016).

2.5.1.1 Newtonian AKis

Newtonian akis 6zelligi gosteren sistemlerde kayma hizi (shear rate) ve kayma gerilimi
(shear stress) birbiriyle dogru orantili olarak artis géstermektedir. Akis egrisi dogru
seklindedir ve baslangic noktasindan geger. Viskozite degeri sabittir. Su, etanol,
benzen, gliserin, mineral yag, eter, ¢ok seyreltik ¢ozeltiler ve seyreltik ¢ift fazl
sistemler drnek olarak verilebilir (Celebi, 2009; Lee, Moturi, & Lee, 2009).

2.5.1.2 Non-Newtonian Akis

Newtonian olmayan sistemlerde kayma hizi (shear rate) ile kayma gerilimi (shear
stress) arasindaki iliski dogrusal degildir. Cogu sivi Newtonian olmayan ozellik
gosterir. Akis egrileri dogrusal degildir ve baslangi¢ noktasindan gegmez. Kayma hizi
veya zamana bagl olarak viskozitede degisim goriilebilmektedir. Emdlsiyonlar,
stispansiyonlar, kolloidal dagilimlar, merhemler, patlar gibi farmasdtik formiilasyonlar

Newtonan olmayan akis 6zelligi gosterirler (Lee et al., 2009).

Non-Newtonian akiglar zamana bagimli ve zamandan bagimsiz olarak 2’ye ayrilir
(Sekil 3). Zamandan bagimsiz non-Newtonian akislar plastik akis, psodoplastik akis
(kayma incelmesi, shear-thinning) ve dilatant akis (kayma kalinlasmasi, shear-
thickening) olarak 3 temel grupta incelenmektedir. Bu akis tiplerinde viskozite, kayma
hiz1 ve kayma gerilimine bagli olarak degiskenlik gosterir. Zamana bagimli non-
Newtonian akis tipleri ise tiksotropik akis ve reopektif akistir (Sekil 3). (Ozer ve ark.,
2015; Yeginer, 2014; Zengin, 2014).
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Non-Newtonian Akis

|
I |

Zamandan Bagimsiz Zamana Bagimh
Non-Newtonian Non-Newtonian
Plastik Psodoplastik Dilatant Tiksotropik Reopektif
Akas Ak Akis Akis Ak
-Bingham -Power Law
-Herschel -Carreu
Bulkley -Carreu
-Casson Yasuda
_Sisko -Williamson
-Cross

Sekil 3: Non-Newtonian akis tiplerinin siniflandirilmasi (Zengin, 2014).

2.5.1.2.1 Plastik Akis

Plastik akis 6zelligine sahip sivilarda akisi baglatabilmek i¢in belirli bir kayma gerilimi
uygulanmasi gerekir. Uygulanmasi gereken bu minimum kayma gerilimine esik degeri
denir. Bu degerin altinda bir kuvvet uygulandiginda sivilar kat1 madde gibi davranir
ve akis gostermezler. Esik degeri asildiktan sonra ise kayma gerilimi kayma hizina
bagl olarak artig gosterir. Plastik akis egrileri baglangic noktasindan gegmez. Plastik
akis gosteren maddeler akisa gegtikten sonra akis egrisi dogrusal ilerliyorsa Bingham-
plastik akis ozelligi goriilmektedir. Esik degerini astiktan sonra dogrusal akis egrisi
gostermeyen plastik akis tiplerini tanimlamak i¢in Herschel-Bulkley ve Casson
matematiksel modelleri gelistirilmistir. Sisko ve Ellis modelleri ise plastik akis tipinde
viskozite egrilerini tanimlamaktadir. Tiim plastik akis tiplerinde kayma hiz1 arttikca
viskozitede diisiis goriilmektedir. Suspansiyonlar ve flokile sistemler plastik akis
Ozelligi gosterirler. Bu sistemlerde bulunan kati partikiiller aralarindaki
etkilesimlerden dolayr kiimeleserek ¢okme egilimindedir. Flokle slispansiyonlarda,
hizli ¢oken partikiiller gevsek kiimeler olusturdugundan yeniden dagilabilirligi
kolaydir. Deflokiile siispansiyonlarda ise cokme yavastir ve ¢oken partikiiller arasinda
sik1 baglantilar oldugundan yeniden dagilmasi zordur. Stuspansiyonlarda calkalama ile
olusan kayma gerilimi flokiilasyon kuvvetini astiginda akig goriilir. Kontrollu

flokiilasyonun saglanmasi i¢in ylzey aktif maddeler, polimerik maddeler ve elektrolit
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ajanlar kullanilir. Kremler, patlar, dis macunlari, merhemler ve jeller ¢ogunlukla
plastik akis dzelligi gosterir (Sekil 4) (Lee ve ark., 2009; Ozer ve ark., 2015; Yeginer,
2014; Zengin, 2014).

2.5.1.2.2 Psodoplastik Akis

Zamana bagli olmayan non-Newtonian akis tiplerindendir. Akis egrisi baslangic
noktasindan geger. Akigin baslamasi i¢in esik degerine ihtiya¢ yoktur. Kayma gerilimi
ve kayma hiz1 arttikca viskozitede azalma goriiliir. Yiiksek kayma hizlarinda yapida
incelme gorilir, akis kolaylasir ve akis egrisi ideal akis Ozelligine yaklasir. Bu
sistemler karigtirildikca veya ¢alkalandik¢a civiklasir. Non-Newtonian sivilarin ¢ogu
psodoplastik akis Ozelligi gosterir. En tipik ornegi kolloidal sistemlerdir. Lifli ve
miselli solUsyonlar, zamklar, musilajlar, seltloz tirevleri, polimer c¢o6zeltileri,
polimerik yapidaki yar1 kat1 sistemler, bazi stispansiyon ve emulsiyonlar psédoplastik
akigsa ornek olarak gosterilebilir. Power law, Carreu, Carreu-Yasuda, Cross ve Ellis
modelleri psodoplastik akis altinda gelistirilen matematiksel modellerdir. Power Law
modeli akis egrilerini, Carreu, Carreu-Yasuda, Cross ve Ellis modelleri ise viskozite
egrilerini tamimlamaktadir (Sekil 4) (Celebi, 2009; Kumara, Prakash, Lokesh, &
Manral, 2015; Yeginer, 2014; Zengin, 2014).

2.5.1.2.3 Dilatant Akis

Dilatant akis 6zelligine sahip sistemler psddoplastik akisa benzer olarak herhangi bir
esik kuvvetine ihtiya¢ duymaz ve akis egrisi baglangic noktasindan geger. Psddoplastik
akis tipinin tersi Ozellik gosterir. Kayma hizi ve kayma gerilimi arttik¢a viskozite
artmaktadir. Uygulanan kayma gerilimiyle birlikte yapisal hacim artar ve kayma
kalinlasmas1 gozlenir. Yani karistirmayla ortam yogunlasir. Sispansiyonlarda disperse
halde bulunan kat1 partikiiller biribirne ¢ok yakin oldugunda, kayma hiz1 artisiyla
partikullerin arasinda minimum olan bosluk hacmi artar. Siispansiyonun sivi fazi bu
bosluklar1 doldurmaya yeterli degilse partikiiller siv1 ajan ile tamamen 1slanamaz ve
sistem sert kat1 bir hal almaya baglar. Karigtirma veya calkalamayla akisa karsi
direncin arttig1 bu tarz yogun siispansiyonlar dilatant akisa o6rnek olarak verilebilir.

(Sekil 4) (Celebi, 2009; Yazan, 2002; Yeginer, 2014).
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Pseudoplastik akis
i shear-thinning)

Kayma Gerilimi (1)
Ta

Dvilatant akay (shear-thickenmg)

Kayma Hiz (y)

Sekil 4: Farkli akis tiplerine ait kayma hizi-kayma gerilimi grafikleri (Zengin, 2014).
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3. Gereg ve Yontem

3.1 Gereg

Tablo 1: Kullanilan cihaz ve malzemeler.

Hassas terazi

Mettler Toledo AB 104

Ogiitiicii

GRT-16BL Ogiitiicii Degirmen

Rotary Evaporator

Heidolph Hei-VAP Value

Manyetik karistirict

IKA Werke RT 15 Power, Almanya

Vorteks Vwr International

pH Metre Thermo Scientific-Orion 5 Star pH-Ise-
Cond-Do-Benchtop Multiparameter

Reometre TA Instruments Discovery HR-1 Hybrid

Viskozimetre

Brookfield DV-E Viscometer

Inverted Mikroskop

Olympus I1X-71

Liyofilizator

Labconco

Calkalayicili inkUbator

Thermo Scientific MaxQ 6000

Derin dondurucu (-86°C) Nuaire-Glacier-86° C Ultraflow
Temperature Freezer

Ultrasonik banyo Elma, Transsonic 460/H

Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi | Thermo  Scientific-Dionex  Ultimate

(HPLC) 3000 Pump

Su Banyosu Memmert

Soxhlet ekstraksiyon aparti

Sigma, Almanya

Diyaliz membrant MWCO:500-1000 Da

Spectra/Por dyalysis membrane, ABD

C18 Kolon (HPLC)

Symmetry, Waters Corporation, ABD
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Tablo 2: Kullanilan kimyasal maddeler.

Carbopol® 940

HiMedia, Hindistan

Propilen glikol

Sigma Aldrich, ABD

Gliserin %99,5 Farma Kalite

Tekkim, Tlrkiye

Stearik asit

Sigma Aldrich, Malezya

Stearil Alkol (1-Octadecaol, %97)

Alfa Aesar, Almanya

S1v1 parafin

Merck, Almanya

Polysorbate 80

Merck, Almanya

Span 80

Merck, Almanya

Metil paraben

Sigma Aldrich, ABD

EDTA disodyum

Merck, Almanya

Ethanol absolute

Merck, Almanya

Methanol for HPLC

Merck, Almanya

Trietanolamin

Merck, Almanya

Fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS 7.4 buffer
tablet)

Honeywell, Fluka, Almanya

MEM Earle’s besi ortami

Merck, Almanya

Fetal Bovine Serum (FBS)

Cegrogen Biotech, Almanya

Penisilin/Streptomisin

Biochrom, Almanya

Dimetil silfoksit (DMSO)

Sigma Aldrich, USA

Asetonitril (HPLC)

Carlo Erba, Fransa
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3.2 Yontem
3.2.1 Pinus Kabuklarindan Ekstre Hazirlanmasi

Pinus brutia, Pinus sylvestris ve Pinus pinea agaclarinin kabuklar1 Ege Universitesi
Fen Fakiiltesi Botanik Bahgesi ve Herbaryum Merkezi’'nden tedarik edildi. Suda
¢oziinmiis formda elde edilen cam kabugu ekstrelerine liyofilizasyon islemi uygulandi.
Liyofilizasyon islemi sonrasi elde edilen kuru ekstre miktarlari; 4.2013 g (Pinus

brutia), 4.3985 g (Pinus sylvestris), 3.9853 g (Pinus pinea) olarak belirlendi.

3.2.2 Invitro Hiicre Kiiltiiriit Calismalar:

In vitro hiicre kiiltiirii calismalar1, Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz

Laboratuvar: Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde (EGE-MATAL) gergeklestirildi.

3.2.2.1 Sitotoksisite Testi

Sitotoksisite testinde kullanilan hiicrelerin tipi BJ, kaynagi Human Foreskin Fibroblast
(Monolayer)’dir. Kullanilan hiicrelerin pasaj numarasi 5’tir.

Cam kabugu ckstrelerinin sterilizasyonunda etilen oksit kullanildi. Test materyalleri
800 pg/mL konsantrasyonda olacak sekilde serum igermeyen MEM Earle’s besi
ortamu icerisinde 37°C £ 0.1’de 24 saat sure ile ekstrakte edildi.

96 kuyucuklu mikroplakalar tizerine 1x10° hiicre/mL konsantrasyonda ekilen hiicreler
Uzerine her bir cam kabugu ekstresi 6 farkli konsantrasyonda (25 pg/mL, 50 pg/mL,
100 pg/mL, 200 pg/mL, 400 pg/mL, ve 800 pg/mL) eklendi. 48 saatin sonundaki
(37C’de %5 CO2 ve %95 nemli ortamda) sitotoksik etkileri MTT testi ile
spektrofotometrede (570 nm) absorbanslar1 okunarak degerlendirildi.
Spektrofotometre ile yapilan dl¢iimler sonucunda belirlenen degerlerle hesaplamalar
yapildi ve ¢am kabugu ekstreleri i¢in hiicrelerin canlilifinin etkilenmesine yonelik

olan sitotoksisite degerleri hesaplandi.

3.2.2.2 Yara lyilesme Testi

Yara iyilesme testinde kullanilan hiicrelerin tipi BJ, kaynagi Human Foreskin

Fibroblast (Monolayer)’dir. Kullanilan hiicrelerin pasaj numarasi 5-8 araligindadar.
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Cam kabugu ekstrelerinin sterilizasyonunda etilen oksit kullanildi. Test materyalleri
800 pg/mL konsantrasyonda olacak sekilde serum igermeyen MEM Earle’s besi
ortamui igerisinde 37°C £ 0.1’de 24 saat siire ile ekstrakte edildi.

24 kuyucuklu mikroplakalar tizerine 1x10° hiicre/mL konsantrasyonda ekilen hiicreler
konfluent oluncaya kadar 37C’de %5 CO2 ve %95 nemli ortamda inkibe edildi.
Konfluent olan hucreler 10-100 puL’lik pipet uglart yardimi ile belirli bir mesafede
¢izildi ve yara modeli olusturuldu. Olusturulan yaralarin izerine her bir gam kabugu
ekstresi 6 farkli konsantrasyonda (1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL
ve 80 pg/mL) eklendi ve 24 saat suresince 37°C’de %5 CO2 ve %95 nemli ortamda
inkiibasyona devam edildi. Higbir test materyali uygulanmayan hiicreler ¢alismada

kontrol grubu olarak kullanildi.

Yara iyilesme testinin goriintiilenmesinde Olympus IX-71 inverted mikroskop ve
Olympus DP 72 kamera kullanildi. Hiicrelerin inverted mikroskop altinda x4
biiyiitmede 0. ve 24. saatlerde dijital fotograflar1 ¢ekildi. Gortintller Gizerinde Image

Pro Express programi kullanilarak 6lgtimler yapildi.

3.2.2.3 Yara Iyilesme Sonuclarimin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Yara modellerinin 0. ve 24. saatlerde ¢ekilen dijital fotograflar1 Gizerinde Image Pro
Express programi kullanilarak yara kenarlart arasindaki uzakliklar pm cinsinden
hesaplandi. Her goriintu Gizerinde 5 farkli noktadan alinan 6lgiimlerle ortalama uzaklik

degerleri elde edildi.

Her bir ekstre ve kontrol grubu i¢in olusturulan yara modellerinin 0. ve 24. saatlerdeki
durumlart 6lgiilen mesafeler agisindan degerlendirildi ve yara kapanma yuzdeleri

hesaplandi.

Her gruba ait veriler Microsoft Office Excel 2010 versiyonu iizerine yazilarak, IBM
SPSS Statistics ver. 25.00 (Statistical Package for Social Sciences) programinda

olusturulan veri tabanina aktarilip istatistiksel analizleri yapildi.

Mesafe degerlerine analiz dncesi logaritmik (Logio) doniisiim uygulandi. Doz-zaman
etkilesiminin mesafeler Gzerindeki istatistiksel 6nemi 7x2 Faktoriyel Varyans Analizi
ile incelendi. Bazal degerler, dozlar arasi tek yonlii varyans analizi ile degerlendirildi.

24 saatlik analizler ise kovaryans analizi kullanilarak yapildi.
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Varyans analizi sonrasinda Post Hoc yontem olarak Tukey HSD kullanildi ve son
olarak her bir dozun kendi iginde 0-24 saat farklilig1 i¢in eslestirilmis iki 6rnek t-Testi

kullanildi. Tiim hipotez testleri 0.05 6nem seviyesinde gerceklestirildi.

3.2.3 On Formiilasyon Calismalar:
3.2.3.1 Krem Formulasyon Denemeleri

Krem formiilasyonlarinin yag fazinda tasiyici sivag olarak sivi parafin, emalsifiyan
olarak stearik asit, stabilize edici ajan olarak setil alkol veya stearil alkol kullanildi. Su
fazinda yumusatici ve tasiyici ajan olarak gliserin veya propilen glikol, antimikrobiyal
madde olarak metil paraben kullanildi. Stearik asit, siv1 parafin, setil alkol, stearil
alkol, propilen glikol ve gliserin formiilasyonlarda farkli oranlarda kullanilarak uygun

krem formiilasyonunun belirlenmesi amaglandi (Tablo 3).

Formiilasyonun yag fazina ait bilesenleri belirlenen oranlara uygun miktarlarda
tartilarak bir behere alindi. Isiticili manyetik karigtirict tizerinde sicaklik yavas yavas
arttirllarak 70°C’ye getirildi. Boylece yag fazinda bulunan maddelerin eriyerek
birbirine homojen karismasi saglandi. Su fazinda bulunan gliserin/propilen glikol ve
metil paraben belirlenen oranlara uygun miktarlarda tartilarak distile suya eklendi. Su
faz1 da 1siticili manyetik karistirict tizerinde 1sitilarak sicakligin 70°C’ye ulagmasi
saglandi. Isitma islemi tamamlandiktan sonra su fazi ayni1 sicakliktaki yag fazi tizerine
yavas yavas ilave edildi. Ekleme sirasinda ve ekleme igslemi bittikten sonra 10 dakika
boyunca 70°C’de karistirmaya devam edildi. Ardindan krem formilasyonunun

sicaklig1 kontrollii olarak disiiriildii ve oda sicakliginda sogumaya birakildi.
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Tablo 3: Krem formulasyon denemeleri.

Formiilasyon KL | K2 | K3 | K4 | K5 | K6 | K7 | K8 | K9 |K10| K11l
Yag Fazi

Sivi parafin (%) 10 10 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Stearik asit (%) 10 15 15 20 15 15 15 15 15 15 15
Setil alkol (%) 3 3 3 3 5 - - 5 5 5 5
Stearil alkol (%) - - - - - 3 5 - - - R
Su Faz1

Gliserin (%) 5 5 5 5 5 5 5 5 3 - -
Propilen glikol (%) - - - - - - - - - 5 3
Metil paraben (%) 0.1 0.1 01 01 01 01 0.1 0.1 01 01 01
Distile su (q.s.) 10g 10g 1:0g 1:0g 10g 1:0g 10g 10g 10g 10g 10g

3.2.3.2 Jel Formulasyon Denemeleri

Jel olusturucu ajan olarak Carbopol® 940 kullamldi. Yardimei ¢dziicii olarak propilen
glikol, antimikrobiyal madde olarak metil paraben, stabilize edici ajan olarak ise
EDTA disodyum kullanildi. %0.5, %1, %1.5 ve %2 oraninda Carbopol® 940
kullanilarak 4 farkli etkin madde igermeyen formiilasyon hazirlandi (Tablo 4).

Belirlenen miktarda karbopol tartilarak distile suya eklendi. Manyetik karistiricida 2
saat karistirildiktan sonra 24 saat boyunca oda sicakliginda bekletilerek karbopoliin
sismesi saglandi. Belirlenen miktarlarda propilen glikol, EDTA disodyum ve metil
paraben tartilarak distile suda ¢6ziindiiriildii ve ardindan karbopol ¢6zeltisine manyetik
karigtiricidda  karistirillarak ilave edildi. Notralize edici ajan olarak ¢ozeltiye

trietanolamin eklenerek jel olusumu saglandi.
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Tablo 4:

Jel formulasyon denemeleri.

Carbopol | Propilen Metil EDTA Trietanolamin | Distile
likol araben su
940 g P disodyum (1
9 1 .S.
(%) %) | (0 %6) @s)
F1 0.5 10 0.1 0.01 200 509
F2 1 10 0.1 0.01 450 509
F3 15 10 0.1 0.01 600 509
F4 2 10 0.1 0.01 700 509

3.2.3.3 On Formulasyon Denemelerinin Karakterizasyon Calismalari

3.2.3.3.1 pH Ol¢uimleri

On formulasyon denemeleri icin hazirlanan F1, F2, F3 ve F4 jellerinin pH degerleri
oda sicakliginda pH metre (Thermo Scientific-Orion 5 Star pH Meter) kullanilarak
belirlendi. Formiilasyonlarin pH degeri araligi 5.2-5.6 olacak sekilde damla damla

trietanolamin ilave edildi.
3.2.3.3.2 Fiziksel Ozelliklerin Degerlendirilmesi

F1, F2, F3 ve F4 formilasyonlar1 goriiniis, renk ve homojenite ag¢isindan

degerlendirildi.
3.2.3.3.3 Viskozite Olgiimleri

F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlarinin viskoziteleri oda sicakliginda Brookfield DV-E
Viskozimetre kullanilarak &l¢iildii. Olgiimlerde jel formiilasyonlarmin viskozite ve

% tork degerine uygun olarak 64 numarali spindle kullanildi.

3.2.4 Jel Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi
3.2.4.1 Etkin Madde icermeyen Jel Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

On formiilasyon calismalar1 ile belirlenen %0.5 ve %1 oranlarinda Carbopol® 940
kullanilarak etkin madde igermeyen formulasyonlar hazirlandi. Belirlenen miktarlarda

karbopol tartilarak distile suya eklendi. Manyetik karistiricida 2 saat karistirildiktan
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sonra 24 saat boyunca oda sicakliginda bekletilerek karbopoliin sismesi saglandi.
Propilen glikol, EDTA disodyum ve metil paraben tartilarak distile suda ¢ozunduruldi
ve ardindan Kkarbopol ¢6zeltisine manyetik karistiricida karistirilarak ilave edildi.
Notralize edici ajan olarak c¢ozeltiye trietanolamin eklenerek jel olusumu saglandi
(Tablo 5).

3.2.4.2 Etkin Madde iceren Jel Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

On formiilasyon calismalari ile belirlenen %0.5 ve %1 oranlarinda Carbopol® 940
kullanilarak etkin madde iceren formulasyonlar hazirlandi. Belirlenen miktarlarda
karbopol tartilarak distile suya eklendi. Manyetik karistiricida 2 saat karistirildiktan
sonra 24 saat boyunca oda sicakliginda bekletilerek karbopoliin sismesi saglandi.
Pinus brutia kabuk ekstresi, propilen glikol, EDTA disodyum ve metil paraben
tartilarak distile suda ¢oziindiirildi ve karbopol ¢ozeltisine manyetik karistiricida
karistirilarak ilave edildi. Notralize edici ajan olarak ¢ozeltiye trietanolamin eklenerek

jel olusumu saglandi (Tablo 5).

Tablo 5: Hazirlanan jel formiilasyonlarinin igerikleri.

Carbopol | Propilen Metil EDTA Pinus | Trietanol- Distile
glikol paraben . brutia | amin su

940 disodyum ekstresi

. (%) (%) ; () (gs.)

(%) (%0) (ug/mL)
F5 0.5 10 0.1 0.01 - 200 50 g
F6 1 10 0.1 0.01 - 300 50 g
F7 0.5 10 0.1 0.01 20 250 50 g
F8 1 10 0.1 0.01 20 400 50¢g
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3.2.5 Jel Formiilasyonlarinin Karakterizasyon Caliymalari
3.25.1 pH Olgumleri

F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarinin pH degerleri oda sicakliginda pH metre (Thermo
Scientific-Orion 5 Star pH Meter) kullanilarak belirlendi. Formilasyonlara pH degeri

aralig1 5.2-5.6 olacak sekilde damla damla trietanolamin ilave edildi.

3.2.5.2 Fiziksel Ozelliklerin Degerlendirilmesi

F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlar1 goriinlis, renk ve homojenite agisindan

degerlendirildi.

3.2.5.3 Reoloji Analizleri

Reoloji 6lglimlerinde TA Instruments Discovery HR-1 Hybrid Reometre ile galisildi.
F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarinin reoloji analizleri, jellerin hazirlanmasindan 24
saat sonra ii¢ tekrar halinde gerceklestirildi. Ol¢iimlerde 40 mm capinda paralel plaka
kullanildi. Her 6l¢iim i¢in Soak Time: 60 saniye, Ol¢tim siiresi: 60 saniye, Kayma hiz1
(Shear rate) araligi: 0-1000 1/s (lineer) olarak belirlendi. Sistemin sicakligi 6lgiim
boyunca 25 £ 0.1°C’de sabit tutuldu.

Olgiim verilerinin elde edilmesinde reometreye ait Trios yazilim programi kullamild.
Analizlerin sonucunda her bir formilasyon icin degisen kayma hiz1 (shear rate)
degerine karsi, kayma gerilimi (shear stress) ve viskozite (viscocity) degerleri elde
edildi. Kayma hizi-kayma gerilimi ve kayma hizi-viskozite grafikleri olusturularak bu
grafiklere ait R? degerleri hesaplandi. Grafiklere gore formiilasyonlarin akis dzellikleri

degerlendirildi.

3.2.5.4 Stabilite Calismalar:

F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarinin hizlandirilmis stabilite ¢alismalar1 buzdolabinda
+4°C’de, stabilite kabininde (Niive TK 252) +25°C sicaklik-%60 relatif nem,
+40°C sicaklik-%73 relatif nem kosullarinda 3 ay slreyle gerceklestirildi.
Formulasyonlar 1. ve 3. aylarin sonunda fiziksel 6zellikler, pH ve reoloji agisindan

degerlendirildi.
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3.25.4.1 Fiziksel Ozelliklerin Degerlendirilmesi

F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlar1 1. ve 3. aylarin sonunda goriiniis, renk ve homojenite

acisindan degerlendirildi.
3.2.5.4.2 pH Ol¢uimleri

F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarinin pH degerleri 1. ve 3. aylarin sonunda oda
sicakliginda pH metre kullanilarak belirlendi. Olgiim sonuglar1 baslangic aninda

Olctlen pH degerleriyle karsilastirilarak degerlendirildi.
3.2.5.4.3 Reoloji Analizleri

F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarinin 1. ve 3. aylarin sonundaki reoloji analizleri 3.2.5.4
bashiginda anlatildig: sekilde gerceklestirildi. Olgiim sonuglar1 baslangic aninda

yapilan analizle karsilastirilarak degerlendirildi.

3.2.6 In Vitro Sahm Cahsmalanr
3.2.6.1 Dissoltsyon Testi

In vitro salim ¢aligmalari 100 rpm hizda ve 37° C sabit sicaklikta ¢alisan inkiibator
icerisindeki yatay calkalayicida gergeklestirildi. Molekil agirligi 500-1000 Da olan
diyaliz membranlar 15 dakika distile suda bekletildi. Diyaliz membranlara etkin
madde igeren jel formilasyonlarindan 1’er gram koyularak iki tarafi kapatildi. Salim
calismasi 3 paralel halinde yapildi. 100 mL pH 7.4 fosfat tamponu igeren salim
ortaminda 24 saat boyunca dissollisyon deneyi gerceklestirildi. 5, 15, 30, 45, 90, 120,
180, 240, 300, 360 ve 420. dakikalarda salim ortamindan 1 mL 6rnek alinarak yerine

ayn1 miktarda tampon ¢ozeltisi eklendi.

3.2.6.2 Dissolusyon Orneklerinin Analizi

Dissolusyon orneklerinin  miktar tayini analizleri Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (High Performance Liquid Cromatography-HPLC) yodntemi ile
yapildi. Orneklerin analizi, Pinus brutia ekstresinde bulunan total flavonoid miktar
tayin edilerek gerceklestirildi. Olgimde gradyan eliisyon kosullar1 kullanildi. Ayirma
islemi, 250x4.6 mm i.d. Symmetry-C18 5 um kolonu kullanilarak yapildi. Mobil faz

olarak metanol:asetonitril (90:10, v/v) kullanildi. Akis hizi oda sicakliginda

31



1 mL/dakika (gradyan program) olarak belirlendi. Her dedeksiyon icin enjeksiyon
hacmi 10 pL olacak sekilde ayarlandi.

3.2.6.3 Invitro Salim Verilerinin Kinetik Olarak Degerlendirilmesi

Salim sonuglarinin kinetik degerlendirmesinde, HPLC analizinden alinan verilere gore
olusturulan salim profilleri 0. derece, 1. derece, Hixon-Crowell ve Higuchi Kkinetik
modellerine gore incelendi. Her bir kinetik model igin determinasyon katsayis1 (R?)
degeri hesaplandi. En yilksek R? degerine sahip kinetik model secilerek her bir
formilasyon icin % salim denklemi olusturuldu. Bu denklemlere gore
formiilasyonlarin teorik salim oranlar1 hesaplandi. Teorik salim ve pratik salim

oranlarinin karsilastirilmasi amaciyla benzerlik testi formiilii (f2) uygulandi.

1
fz =50 xlog {[1+ X Y(Ry—T1)%]7 %% x 100}

n : t anina kadar alinmis 6rnek sayist
R1 : t aninda ilacin teorik % ¢6ziinme miktari
T1 ) t aninda ilacin pratik % ¢6ziinme miktari
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4. Bulgular

4.1 Pinus Kabuklarindan Ekstre Hazirlanmasi

Pinus brutia, Pinus sylvestris ve Pinus pinea ekstrelerinin sivi formlart Sekil 5, Sekil

6 ve 7°de, toz formlar1 Sekil 8, Sekil 9 ve Sekil 10°da gosterilmistir.

Sekil 5: Sivi Pinus brutia ekstresi. Sekil 6: Siv1 Pinus sylvestris ekstresi.

Sekil 7: Sivi Pinus pinea ekstresi.
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Sekil 8: Toz Pinus brutia ekstresi. Sekil 9: Toz Pinus sylvestris ekstresi.

Sekil 10: Toz Pinus pinea ekstresi.

4.2  Invitro Hiicre Kiiltiirii Caliymalarina Ait Bulgular
4.2.1 Sitotoksisite Testine Ait Bulgular

Pinus brutia, Pinus sylvestris ve Pinus pinea ekstreleri ve kontrol grubunun
sitotoksisite deneyi sonucu MTT testi ile spektrofotometrede 570 nm’de absorbans
degerleri elde edilmistir. Absorbans degerlerinin ortalamalari kullanilarak
konsantrasyona karsi hiicre canlihigi grafikleri olusturulmustur. Grafik 1Grafik 3-
Grafik 4’te verilmistir.
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Grafik 1: Pinus brutia ekstresinin farkli konsantrasyonlarina karsi elde edilen hiicre

canliligi.

MTT testi sonuglarina gore Pinus brutia ekstresinin 25 pg/mL ve 50 pg/mL

konsantrasyonlarinda %70’in tizerinde hiicre canlilig1 elde edilmistir.

Pinus sylvestris
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Grafik 2: Pinus sylvestris ekstresinin farkli konsantrasyonlarina karsi elde edilen

hiicre canliligt.

MTT testi sonuglarina gore Pinus sylvestris ekstresinin 25 pg/mL, 50 pg/mL ve 100

pg/mL konsantrasyonlarinda %70’in {izerinde hiicre canliligi elde edilmistir.
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Pinus pinea
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Grafik 3: Pinus pinea ekstresinin farkli konsantrasyonlarina karsi elde edilen hiicre

canlilig.

MTT testi sonuglarma gore Pinus pinea ekstresinin 25 pg/mL ve 50 pg/mL

konsantrasyonlarinda %70’in {izerinde hiicre canlilig1 elde edilmistir.

Pinus brutia- Pinus sylvestris- Pinus pinea
120

100

80

60

40

Hiicre Canhlig (%)

20

Kontrol 25 pug/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL 800 pg/mL

Grafik 4: Pinus brutia, Pinus sylvestris ve Pinus pinea ekstrelerinin farkl

konsantrasyonlarina karsi elde edilen hiicre canlililiklari.
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Sitotoksisite testinden elde edilen veriler dogrultusunda esktreler igin sitotoksik
olmayan doz araliklar1 belirlenmis, yara iyilesme testinde her bir cam ekstresi igin 1
pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL ve 80 pg/mL olmak tizere 6 farkli

konsantrasyonun uygulanmasina karar verilmistir.

4.2.2 Yara lyilesme Testine Ait Bulgular

Yara iyilesme testinde hucrelerin Olympus IX-71 inverted mikroskop altinda x4
blyttmede 0. ve 24. saatlerde Olympus DP 72 kamera ile gekilen gorunttleri Sekil 13-

Sekil 50°de gosterilmistir.

Sekil 11: Kontrol grubu, t= 0. saat. Sekil 12: Kontrol grubu, t= 24. saat.

Sekil 13: Pinus brutia 1 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 14: Pinus brutia 1 pg/mL, t= 24. saat.
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Sekil 15: Pinus brutia 5 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 16: Pinus brutia 5 pg/mL, t= 24. saat.

Sekil 17: Pinus brutia 10 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 18: Pinus brutia 10 pg/mL, t= 24. saat.
Sekil 19: Pinus brutia 20 pug/mL, t= 0. saat. Sekil 20: Pinus brutia 20 pg/mL, t= 24. saat.
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Sekil 21: Pinus brutia 40 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 22: Pinus brutia 40 pg/mL, t= 24, saat.

Sekil 23: Pinus brutia 80 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 24: Pinus brutia 80 pg/mL, t= 24. saat.

Sekil 25: Pinus sylvestris 1 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 26: Pinus sylvestris 1 pg/mL, t= 24. saat.
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Sekil 27: Pinus sylvestris 5 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 28: Pinus sylvestris 5 pg/mL, t= 24. saat.

Sekil 29: Pinus sylvestris 10 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 30: Pinus sylvestris 10 pg/mL, t= 24. saat.
Sekil 31: Pinus sylvestris 20 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 32: Pinus sylvestris 20 pg/mL, t= 24. saat.
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Sekil 33: Pinus sylvestris 40 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 34: Pinus sylvestris 40 pg/mL, t= 24. saat.

Sekil 35: Pinus sylvestris 80 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 36: Pinus sylvestris 80 pg/mL, t= 24. saat.

Sekil 37: Pinus pinea 1 pug/mL, t= 0. saat. Sekil 38: Pinus pinea 1 pug/mL, t= 24. saat.
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Sekil 39: Pinus pinea 5 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 40: Pinus pinea 5 pg/mL, t= 24. saat.

Sekil 41: Pinus pinea 10 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 42: Pinus pinea 10 pg/mL, t= 24. saat.

Sekil 43: Pinus pinea 20 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 44: Pinus pinea 20 pg/mL, t= 24. saat.
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Sekil 45: Pinus pinea 40 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 46: Pinus pinea 40 pug/mL, t= 24. saat.
Sekil 47: Pinus pinea 80 pg/mL, t= 0. saat. Sekil 48: Pinus pinea 80 pg/mL, t= 24. saat.

4.2.3 Yara lyilesme Sonuclarimn Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesine Ait

Bulgular
4.2.3.1 Pinus brutia Ekstresine Ait Bulgular

Pinus brutia ekstresine ait 6l¢iim degerleri ve yara kapanma oranlar1 Tablo 6’da

verilmistir.
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Tablo 6: Pinus brutia ekstresine ait 0. ve 24. saatlerdeki 6l¢iim degerleri (um) ve

yara kapanma oranlar1

Pinus brutia

Doz 0. saat 24. saat Yara Kapanma
(ug/mL) (um) (um) (%)
Kontrol 1217.633 796.496 34.587

1 1330.316 689.2076 48.192

5 1498.965 873.1738 41.748

10 1145.472 709.515 38.059

20 1330.316 689.2076 57.027

40 1498.965 873.1738 46.153

80 1145.472 709.515 49.035

IBM SPSS Statistics ver. 25.00 programinda yapilan istatistiksel analizlerde,
ekstrelerin her bir dozuna ait 0 ve 24. saatlerde olculen yara mesafelerine logio
doniisiimii uygulanmugtir. Pinus brutia ekstresine ait analiz sonuglar1 program ¢iktisi

olarak Sekil 49’da verilmistir.

Zaman

M oH
B zaH

in

.00

280

260

Log 10

240

200

0 1 5 10 20 40 80

Doz
Sekil 49: IBM SPSS Program ¢iktisi-Pinus brutia ekstresine ait logio doniistimii

uygulanmis yara mesafeleri.
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2x7 faktoriyel varyans analizinde doz-zaman etkilesiminde p<0.001 olarak

saptanmistir.
Dozlar arasinda baslangigta anlamli farklilik oldugu belirlenmistir (p<0.001).
24. saatte dozlar arasi kovaryans analizinde p=0.045 olarak saptamistir.

Dozlarin ikili analizinde kontrol grubu ve 20 pg/mL dozu arasinda p=0.034 olarak

saptanmistir.

Kontrol grubu ve 1 pg/mL, 5ug/mL, 10 pg/mL, 40 pg/mL dozlari arasindaki
analizlerde p=1,000, kontrol grubu ve 80 pg/mL dozu arasinda ise p=0,792 olarak

bulunmustur.

Kontrol grubu ve her bir dozun 0. ve 24. saat degerleri kendi iginde
degerlendirildiginde kontrol grubu i¢in p=0,007, 1 pg/mL dozu igin p=0,003, 10
pg/mL dozu igin p=0,008, 40 pug/mL ve 80 pg/mL dozlan igin ise p<0,001 olarak

bulunmustur.

4.2.3.2 Pinus sylvestris Ekstresine Ait Bulgular

Pinus sylvestris ekstresine ait 6l¢iim degerleri ve yara kapanma oranlar1 Tablo 7°de

verilmistir.

Tablo 7: Pinus sylvestris ekstresine ait 0. ve 24. saatlerdeki 6l¢iim degerleri (um) ve

yara kapanma oranlar1

Pinus sylvestris

Doz 0. saat 24. saat Yara Kapanma
(g/mL) (um) (um) (%)
Kontrol 1217.633 796.496 34.587

1 1287.788 618.147 53.418

5 1446.504 | 673.8028 51.999

10 1510.234 826.125 45.298

20 1462.1158 | 988.8698 32.367

40 1447.7754 880.509 39.182

80 1497.748 | 1269.4534 15.226
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IBM SPSS Statistics ver. 25.00 programinda yapilan istatistiksel analizlerde,
ekstrelerin her bir dozuna ait 0 ve 24. saatlerde oOlculen yara mesafelerine logio
dontlisimii uygulanmigtir. Pinus sylvestris ekstresine ait analiz sonuglari program

c¢iktis1 olarak Sekil 50°de verilmistir.

Zaman

B oH
B 234

Logl0

0 1 5 10 20 40 80

Doz

Sekil 50: IBM SPSS Program ¢iktisi-Pinus sylvestris ekstresine ait logio doniistimii

uygulanmig yara mesafeleri

2x7 faktoriyel varyans analizinde doz-zaman etkilesiminde p=0.001 olarak

saptanmuistir.
Dozlar arasinda baglangigta anlamli farklilik oldugu belirlenmistir (p<0.001).
24. saatte dozlar aras1 kovaryans analizinde p<0.001 olarak saptanmistir.

Dozlarin ikili analizinde kontrol grubu ve 1 pg/mL dozu arasinda p=0.0495 olarak

saptanmistir.

Kontrol grubu ve 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL dozlar arasinda p=1.00 ,kontrol

grubu ve 5 ug/mL dozu arasinda ise p=0.794 olarak belirlenmistir.

Kontrol grubu ve 80 pg/mL dozu arasinda p=0.008 bulunmustur.
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Kontrol grubu ve her bir dozun 0. ve 24.

saat degerleri kendi icinde

degerlendirildiginde kontrol grubu i¢in p=0.007, 1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL dozlar

icin p<0.001, 20 pg/mL dozu i¢in p=0.002, 40 pg/mL dozu ic¢in p<0.001 olarak

bulunmustur.

4.2.3.3 Pinus pinea Ekstresine Ait Bulgular

Pinus pinea ekstresine ait Olglim degerleri ve yara kapanma oranlar1 Tablo 8’de

verilmistir.

Tablo 8: Pinus pinea ekstresine ait 0. ve 24. saatlerdeki 6l¢iim degerleri (um) ve yara

kapanma oranlar1

Pinus pinea

Doz 0. saat 24. saat Yara Kapanma
(g/mL) (um) (um) (%)
Kontrol 1217.633 796.496 34.587

1 1287.788 618.147 41.719

5 15914 980.823 38.367

10 1289.088 684.964 46.864

20 1405.373 1096.872 21.952

40 1295.3312 | 1124.199 13.211

80 1205.537 1248.798 -3.589

IBM SPSS Statistics ver. 25.00 programinda yapilan istatistiksel analizlerde,

ekstrelerin her bir dozuna ait 0 ve 24. saatlerde o6l¢llen yara mesafelerine logio

doniistimii uygulanmigtir. Pinus pinea ekstresine ait analiz sonuglar1 program ¢iktisi

olarak Sekil 51°de verilmistir.
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Sekil 51: IBM SPSS Program ¢iktisi-Pinus pinea ekstresine ait logio doniisiimii

uygulanmig yara mesafeleri

2x7 faktoriyel varyans analizinde doz-zaman etkilesiminde p<0.001 olarak

saptanmuistir.
Dozlar arasinda baglangigta anlamli fark oldugu belirlenmistir (p<0.001).
24. saatte dozlar arasi kovaryans analizinde p<0.001 olarak saptanmuistir.

Dozlarin ikili analizinde kontrol grubu ve 1 pg/mL dozu arasinda p=0.013 olarak
saptanmigtir. Kontrol grubu ve 5 pg/mL, 10 pg/mL dozlar1 arasinda p=1.00
bulunmustur. Kontrol grubu ve 20 pg/mL dozu arasinda p=0.387 bulunmustur. 40
pg/mL dozu igin p=0.045, 80 pg/mL dozu igin ise p=0.006 olarak belirlenmistir.

Kontrol grubu ve her bir dozun 0. ve 24. saat degerleri kendi iginde
degerlendirildiginde kontrol grubu, 1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL ve 40 pg/mL
dozlarmin p degerleri sirasiyla 0.007, 0.005, 0.000, 0.001 ve 0.026 olarak

bulunmustur.

20 pg/mL dozu igin p=0.137, 80 pg/mL dozu icin ise p=0.803 olarak belirlenmistir.
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4.3 On Formilasyon Calismalarina Ait Bulgular
4.3.1 Krem Formulasyon Denemelerine Ait Bulgular

On formiilasyon g¢aligmalarinda hazirlanan krem formiilasyonlar1 oda sicakliginda
sogumaya birakildiginda faz ayrigsmasi gozlendigi i¢in calismaya jel formiilasyonlari

ile devam edilmistir.
4.3.2 On Formiilasyon Denemelerinin Karakterizasyon Calismalarina Ait

Bulgular
4.3.2.1 pH Olgumlerine Ait Bulgular

F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlarin olgiilen ilk ve son pH degerleri ve eklenen

trietanolamin miktarlar1 Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9: F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlarina ait pH degerleri.

Eklenen
. ! Trietanolamin (pl)
Formiulasyon Ik pH Son pH
F1 2.90 250 5.47
F2 2.61 450 5.48
F3 2.45 600 5.41
F4 2.38 700 5.42

4.3.2.2 Fiziksel Ozelliklerin Degerlendirmesine Ait Bulgular

On formiilasyon ¢aligmalar i¢in hazirlanan F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlarmmn
Fiziksel 6zellikleri incelendiginde, yumusak ve yayilabilir yar1 kat1 formda olduklar
gozlenmistir. Jeller renksiz, saydam go0riinimdedir. Berrak ve homojen yapiya
sahiptir. Formilasyonlarda karbopol orani arttik¢a sertligin arttig1 ve yayilabilirligin

zorlastig1 gdzlenmistir.
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4.3.2.3 Viskozite Olgtimlerine Ait Bulgular

F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlarinin 3 tekrarli viskozite dlcimleri sonucu elde edilen

ortalama degerler Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10: F1, F2, F3 ve F4 formiilasyonlarina ait rpm, % tork ve viskozite degerleri.

Rpm % Tork Viskozite (mPas)

F1

1 52 255000

5 58 58900

10 67 22200

20 71 14800
F2

1 55 348100

5 59 72500

10 67 32200

20 7 18400
F3

1 51 456000

5 61 108900

10 68 51400

20 74 30700
F4

1 52 535200

5 50 136300

10 64 62400

20 70 40800
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4.4 Jel Formiilasyonlarinin Karakterizasyon Calismalaria Ait Bulgular
4.4.1.1 pH Olgumlerine Ait Bulgular

F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarinin 6lgiilen ilk ve son pH degerleri ve eklenen

trietanolamin miktarlar1 Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11: F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarina ait pH degerleri.

Eklenen
" . Trietanolamin (pl)
Formdulasyon Ik pH Son pH
F5 3.02 200 5.42
F6 2.73 400 5.52
F7 2.67 300 5.40
F8 241 450 5.49

4.4.1.2 Fiziksel Ozelliklerin Degerlendirilmesine Ait Bulgular

F5, F6, F7 ve F8 formilasyonlarinin fiziksel 6zellikleri incelendiginde, yumusak ve
yayilabilir yar1 kat1 formda olduklar1 gozlenmistir. Etkin madde igermeyen F5 ve F6
formiilasyonlar1 renksiz-saydam goriinime sahipken; etkin madde iceren F7 ve F8
formiilasyonlar1 Pinus brutia ekstresinin renginden dolay1 hafif turuncu renkte,
saydam gorunimdedir. Jeller berrak ve homojen yapiya sahiptir. Pinus brutia ekstresi
ilave edilen jellerin yapisinda berraklik ve homojenite agisindan bir degisiklik
gozlenmemistir. F5 ve F7 formiilasyonlar1 (%0.5 karbopol), F6 ve F8 (%1 karbopol)
formiilasyonlari ile karsilastirildiginda karbopol orani arttik¢a jellerin sertlestigi ve
yayilabilirliklerinin zorlastig1 gozlenmistir. Ayn1 karbopol oranina sahip etkin madde
iceren ve icermeyen formiilasyonlar karsilastirildiginda ise (F5-F7, F6-F8); jellerde
renk disinda doku, homojenite, berraklik, ve yayilabilirlik 6zellikleri acisindan bir

farklilik goriilmemistir.
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4.4.1.3 Reoloji Analizlerine Ait Bulgular

F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarinin reoloji analizleri sonucu Trios yazilim
programinda olusturulan grafikler program c¢iktis1 olarak verilmistir. Kayma hizi-
kayma gerilimi ve kayma hizi-viskozite grafikleri olusturulmus, grafiklerin R?
degerleri belirlenmistir. Her formilasyona ait 3 grafikten birer tanesi secilerek
Sekil 52-Sekil 55°te gosterilmistir.

800 20

yield stress: 34.7841 Pa
viscosity: 73.8312 Pa.s
rate index: 0.318949

R2: 0.998222
600

Bingham R2: 0.920500
Casson R2: 0.975666
Power Law R?: 0.998040
Herschel-Bulkley R2: 0.998222

400

Stress A (Pa) A
T
>
[ (s'ed) © Ausoosip

200 | zero-rate viscosity: 24.3587 Pa.s -5
infinite-rate viscosity: 0.120761 Pa.s Cross R? 0.999801

consistency: 0.120456 s Carreau R?: 0.999932

g?é”ﬁ;gégfmg% Carreau-Yasuda R2 0.999482
e Sisko R2: 0.999008
Sea Williamson Rz 0.999272

0 200 400 600 800 1000
Shearrate S (1/s)

Sekil 52: F5 formilasyonuna ait reoloji analizi.
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Stress A (Pa) /A

Stress A (Pa) /A

1000 30
| yield stress: 94.5293 Pa
viscosity: 60.0508 Pa.s -
800 | rate index: 0.389165
R2:0.999328
| Newtonian R?: -0.351782 2
] Bingham R2: 0.937298 B
Casson R2: 0.984090
600 | Power Law R2: 0.998204
Herschel-Bulkley R?: 0.999328 i
400 I
1 Cross R20.999913 L 10
Carreau R2 0.999953
A Carreau-Yasuda R? 0.999965  zero-rate viscosity: 29.5554 Pa.s
Sisko R2: 0.999737 infinite-rate viscosity: 0.181721 Pa.s
i Williamson R2: 0.999442 consistency: 0.127649 s i
200 rate index: 0.258243
transition index: 19.5645
] R20.999965 i
0 - - . T - . - T . - - T - - T - 0
0 200 400 600 800 1000
Shear rate S (1/s)
Sekil 53: F6 formilasyonuna ait reoloji analizi.
800 25
| yield stress: 43.2972 Pa I
viscosity: 69.9391 Pa.s -
| rate index: 0.328872
R2:0.998463 - 20
600 -
Newtonian R2: -0.778702 g
R Bingham R2: 0.922504
Casson R2 0.976876 - 15
] Power Law R?: 0.998170
Herschel-Bulkley R2: 0.998463 i
400 - -
- 10
zero-rate viscosity: 20.1773 Pa.s I
200 infinite-rate viscosity: 0.112353 Pa.s  Cross R2: 0.999816 -
consistency: 0.0965182 s Carreau Rz 0.999929
] rate index: 0.237931 Carreau-Yasuda R2: 0.999965 -5
transition index: 16.2417 Sisko Rz 0.999170
i R?: 0.999965 Williamson Rz: 0.999323 I
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 0
0 200 400 600 800 1000

Shearrate S (1/s)

Sekil 54: F7 formilasyonuna ait reoloji analizi.
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1000 40
yield stress: 82.9365 Pa ’
1 viscosity: 68.1942 Pa.s
rate index: 0.375071 i
1 R2:0.999396
800 | i
4 - 30
] Newtonian R2: -0.398484
Bingham R2: 0.933108 i
] Casson R2:0.982193
Power Law R2: 0.998602 L
4 600 Herschel-Bulkley R2: 0.999396
= | L
S
< J - 20
?
9 1 [
17}
400 -
zero-rate viscosity: 30.5986 Pa.s L
1 infinite-rate viscosity: 0.166142 Pa.s
consistency: 0.130697 s
1 rate index: 0.262197 Cross Rz 0.999895 - 10
ition i . Carreau R?: 0.999938
transition index: 12.6077
200 R2 8%99&51 X Carreau-Yasuda R2: 0.999951 L
o Sisko R2: 0.999732
1 Williamson R2 0.999536
e g e =l LA 2]
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0 200 400 600 800 1000

Shear rate S (1/s)

Sekil 55: F8 formiilasyonuna ait reoloji analizi.

[ (s'ed) © Ansoosip
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Grafiklere ve farkli akis tiplerine ait R? degerleri Tablo 12 ve Tabo 13°te verilmistir.

Tablo 12: Kayma hizi-kayma gerilimi grafiklerine ve farkli akis tiplerine ait R?
degerleri.
2 2 2

Ak tipleri RZ1) | R2(2 F\S R2 (3) ort.

Newtonian -0.843689 -0.817629 -0.817708

Bingham 0.920500 0.921780 0.921157

Casson 0.975666 0.976345 0.976072

Power Law 0.998040 0.997970 0.998031

Herschel-Bulkley 0.999222 0.998270 0.9982361 0.998576
F6

Newtonian -0.6333615 -0.469949 -0.454502

Bingham 0.928362 0.935602 0.936072

Casson 0.979095 0.983417 0.983473

Power Law 0.997697 0.997940 0.997884

Herschel-Bulkley 0.998073 0.999088 0.998983 0.998715
F7

Newtonian -1.121156 -0.778702 -0.746717

Bingham 0.917870 0.922504 0.924171

Casson 0.975165 0.976876 0.977322

Power Law 0.998608 0.998170 0.997875

Herschel-Bulkley 0.999803 0.998463 0.998155 0.998807
F8

Newtonian -0.584351 -0.398484 -0.351782

Bingham 0.922264 0.933108 0.937298

Casson 0.975965 0.982193 0.984080

Power Law 0.998776 0.998602 0.998204

Herschel-Bulkley 0.998812 0.999396 0.999328 0.999179
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Tablo 13: Kayma hiz1-viskozite grafiklerine ve farkli akis tiplerine ait R? degerleri.

2 2 2

Al tipleri R2(1) | R2(2 F\S R2Z(3) | ort
Cross 0.999801 0.999817 0.999820
Carreu 0.999932 0.999938 0.999938 0.999948
Carreu-Yasuda 0.999482 0.999734 0.999975
Sisko 0.999008 0.999040 0.999058
Williamson 0.999272 0.999270 0.999290

F6
Cross 0.999815 0.999897 0.999885
Carreu 0.999947 0.999950 0.999948 0.999963
Carreu-Yasuda 0.999991 0.999847 0.999827
Sisko 0.999914 0.999634 0.999556
Williamson 0.999136 0.999405 0.999360

F7
Cross 0.999819 0.999816 0.999775
Carreu 0.999917 0.999929 0.999920 0.999951
Carreu-Yasuda 0.999464 0.999964 0.999972
Sisko 0.999461 0.999170 0.998930
Williamson 0.999527 0.999323 0.999168

F8
Cross 0.999800 0.999895 0.999913
Carreu 0.999935 0.999938 0.999953 0.999950
Carreu-Yasuda 0.999533 0.999951 0.999965
Sisko 0.999041 0.999732 0.999737
Williamson 0.999369 0.999536 0.999442

Formiilasyonlarin 3 tekrarli reoloji 6lctimleri sonucu i¢in elde edilen kayma hizi ve
kayma degerlerinin ortalamalar1 alinarak kayma hizi-kayma gerilimi grafikleri
olusturulmustur. F5, F6, F7 ve F8 formilasyonlarina ait grafikler Grafik 5-Grafik

10’da verilmistir.
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Grafik 5: F5 formilasyonuna ait kayma hizi-kayma gerilimi grafigi.
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Grafik 6: F6 formilasyonuna ait kayma hizi-kayma gerilimi grafigi.
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Grafik 7: F7 formiilasyonuna ait kayma hizi-kayma gerilimi grafigi.
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Grafik 8: F8 formiilasyonuna ait kayma hizi-kayma gerilimi grafigi.
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Grafik 9: F5 ve F6 formiilasyonlarina ait kayma hizi-kayma gerilimi grafikleri.
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Grafik 10: F7 ve F8 formiilasyonlarina ait kayma hizi-kayma gerilimi grafikleri.
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Formiilasyonlarin 3 tekrarli reoloji 6l¢iimleri sonucu i¢in elde edilen kayma hizi ve
viskozite degerlerinin ortalamalari alinarak kayma hizi-viskozite grafikleri
olusturulmustur. F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarina ait grafikler Grafik 11-Grafik

16’da verilmistir
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Grafik 11: F5 formulasyonuna ait kayma hizi-viskozite grafigi.
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Grafik 12: F6 formulasyonuna ait kayma hizi-viskozite grafigi.
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Grafik 13: F7 formulasyonuna ait kayma hizi-viskozite grafigi.
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Grafik 15: F5 ve F6 formiilasyonlarina ait kayma hizi-viskozite grafikleri.
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Grafik 16: F7 ve F8 formiilasyonlarina ait kayma hizi-viskozite grafikleri.

4.4.1.4 Stabilite Calismalarina Ait Bulgular

4.4.1.4.1 Fiziksel Ozelliklerin Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Stabilite kabinlerinde bulunan F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarinin fiziksel 6zellikleri

1. ve 3. aylarin sonunda degerlendirilerek Tablo 14’te verilmistir.
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Tablo 14: 1. ve 3. aylarin sonunda F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarinin fiziksel

ozellikleri.

Fiziksel Ozellikler

1. ay

3.ay

0. An

+4°C

+25°C

+40°C

+4°C

+25°C

+40°C

F5

Yar1 kati
Renksiz,
Saydam
Berrak,
Homojen

F6

Yari kat1
Renksiz,
Saydam
Berrak,
Homojen

F7

Yari kati
Turuncumsu
Saydam
Berrak,
Homojen

F8

Yar kati
Turuncumsu
Saydam
Berrak,
Homojen

- : Degisiklik gozlenmedi

4.4.1.4.2 pH Olgumlerine Ait Bulgular

Stabilite kabinlerinde bulunan F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarinin pH degerleri 1. ve

3. aylarin sonunda 06lgllerek Tablo 15°te verilmistir.

Tablo 15: 1. ve 3. aylarin sonunda F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarina ait pH degerleri.

pH
1. Ay 3. Ay
0. An +4°C | +25°C | +40°C | +4°C | +25°C | +40°C
F5 5.42 5.43 5.40 5.38 5.34 5.35 5.35
F6 5.52 5.52 5.50 5.47 5.48 5.44 5.43
F7 5.40 5.39 5.40 5.35 5.30 5.22 5.21
F8 5.49 5.50 5.48 5.44 5.35 5.30 5.31
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4.4.1.4.3 Reoloji Analizlerine Ait Bulgular
4.4.1.4.3.1 Akis Olciimlerine Ait Bulgular
Stabilite calismalarinda F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarinin reoloji 6l¢iimlerinden

elde edilen kayma hizi-kayma gerilimi grafiklerine ait R? degerleri Tablo 16’da

verilmistir.

Tablo 16: 1. ve 3. aylarin sonunda elde edilen kayma hizi-kayma gerilimi grafiklerine

ait R? degerleri.

Kayma hiz1-Kayma gerilimi R?

0. An

1. Ay

3. Ay

+4°C

+25°C

+40°C

+4°C

+25°C

+40°C

F5

0.998576

0.998316

0.998213

0.998469

0.998708

0.99826

0.998437

F6

0.998715

0.999054

0.999139

0.999037

0.998756

0.998818

0.999020

F7

0.998807

0.998708

0.998178

0.99863

0.998575

0.998364

0.998735

F8

0.999178

0.998979

0.999151

0.999137

0.999748

0.998943

0.999229

F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarina ait baslangi¢ aninda ve 1. ayin sonunda 3 farkli

stabilite kosulunda elde edilen hizi-kayma gerilimi grafikleri Grafik 17-Grafik 20°de

verilmistir.
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Grafik 17: F5 formilasyonuna ait baglangic an1 ve 1. aydaki kayma hizi-viskozite

grafikleri.
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Grafik 18: F6 formulasyonuna ait baslangi¢ an1 ve 1. aydaki kayma hizi-kayma

gerilimi grafikleri.
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Grafik 19: F7 formulasyonuna ait baslangi¢ an1 ve 1. aydaki kayma hizi-kayma

gerilimi grafikleri.
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Grafik 20: F8 formulasyonuna ait baslangi¢ an1 ve 1. aydaki kayma hizi-kayma

gerilimi grafikleri.
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F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarina ait baglangi¢ aninda ve 3. ayin sonunda 3 farkl

stabilite kosulunda elde edilen hizi-kayma gerilimi grafikleri Grafik 21-Grafik 24’de

verilmistir.
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Grafik 21: F5 formilasyonuna ait baslangic an1 ve 3. aydaki kayma hizi-kayma

gerilimi grafikleri.
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Grafik 22: F6 formulasyonuna ait baslangi¢ an1 ve 3. aydaki kayma hizi-kayma

gerilimi grafikleri.
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Grafik 23: F7 formulasyonuna ait baslangi¢ an1 ve 3. aydaki kayma hizi-kayma

gerilimi grafikleri.
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Grafik 24: F8 formulasyonuna ait baslangi¢ an1 ve 3. aydaki kayma hizi-kayma

gerilimi grafikleri.

F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarina ait baslangi¢ aninda ve 1., 3. aylarin sonunda elde

edilen kayma hizi-kayma gerilimi grafikleri 3 farkli stabilite kosuluna gore

karsilastirmali olarak Grafik 25-Grafik 36’de verilmistir.
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Grafik 25: F5 formulasyonuna ait +4°C’de baslangi¢c an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-kayma gerilimi grafikleri.
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Grafik 26: F5 formilasyonuna ait +25°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-kayma gerilimi grafikleri.
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Grafik 27: F5 formilasyonuna ait +40°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-kayma gerilimi grafikleri.
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Grafik 28: F6 formilasyonuna ait +4°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-kayma gerilimi grafikleri.
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Grafik 29: F6 formilasyonuna ait +25°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-kayma gerilimi grafikleri.
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Grafik 30: F6 formilasyonuna ait +40°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-kayma gerilimi grafikleri.
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Grafik 31: F7 formulasyonuna ait +4°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-kayma gerilimi grafikleri.
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Grafik 32: F7 formilasyonuna ait +25°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-kayma gerilimi grafikleri.
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Grafik 33: F7 formilasyonuna ait +40°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-kayma gerilimi grafikleri.
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Grafik 34: F8 formilasyonuna ait +4°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-kayma gerilimi grafikleri.
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Grafik 35: F8 formilasyonuna ait +25°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-kayma gerilimi grafikleri.
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Grafik 36: F8 formilasyonuna ait +40°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-kayma gerilimi grafikleri.
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4.4.1.4.3.2 Viskozite Ol¢timlerine Ait Bulgular

Stabilite calismalarinda F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarinin reoloji 6l¢iimlerinden

elde edilen kayma hizi-viskozite grafiklerine ait R? degerleri Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17: 1. ve 3. aylarin sonunda elde edilen kayma hizi-viskozite grafiklerine ait R

degerleri.
Kayma hiz1-Viskozite R?
1. Ay 3. Ay
0. An +4°C | +25°C | +40°C +4°C +25°C | +40°C

F5 0.999948 | 0.999960 | 0.999892 | 0.999945 | 0.999964 | 0.999949 | 0.999948
F6 0.999963 | 0.999948 | 0.99983 | 0.999952 | 0.999959 | 0.999964 | 0.999948
F7 0.999951 | 0.999956 | 0.999965 | 0.999931 | 0.999948 | 0.999949 | 0.999928
F8 0.999950 | 0.999957 | 0.999958 | 0.999957 | 0.999958 | 0.999939 | 0.999919

FS5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarina ait baglangi¢ aninda ve 1. ayin sonunda 3 farkl
stabilite kosulunda elde edilen kayma hizi-viskozite grafikleri Grafik 37-Grafik 40°da

verilmistir.
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Grafik 37: F5 formilasyonuna ait baslangic an1 ve 1. aydaki kayma hizi-viskozite

grafikleri.
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Grafik 38: F6 formulasyonuna ait baslangi¢ an1 ve 1. aydaki kayma hizi-viskozite

grafikleri.
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Grafik 39: F7 formilasyonuna ait baslangic an1 ve 1. aydaki kayma hizi-viskozite
grafikleri.
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Grafik 40: F8 formulasyonuna ait baslangi¢ an1 ve 1. aydaki kayma hizi-viskozite
grafikleri.
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F5, F6, F7 ve F8 formilasyonlarina ait baslangic aninda ve 3. ayin sonunda 3 farkli

stabilite kosulunda elde edilen kayma hizi-viskozite grafikleri Grafik 41-Grafik 44’te

verilmistir.
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Grafik 41: F5 formilasyonuna ait baslangic an1 ve 3. aydaki kayma hizi-viskozite

grafikleri.
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Grafik 42: F6 formulasyonuna ait baslangig an1 ve 3.

aydaki kayma hizi-viskozite

grafikleri.
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Grafik 43: F7 formilasyonuna ait baslangic an1 ve 3. aydaki kayma hizi-viskozite

grafikleri.
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Grafik 44: F8 formilasyonuna ait baslangic an1 ve 3. aydaki kayma hizi-viskozite

grafikleri.

F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarina ait baslangi¢ aninda ve 1., 3. aylarin sonunda elde

edilen kayma hizi-viskozite grafikleri 3 farkli stabilite kosuluna gore karsilastirmali

olarak Grafik 45-Grafik 56’da verilmistir.
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Grafik 45: F5 formulasyonuna ait +4°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-viskozite grafikleri.
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Grafik 46: F5 formilasyonuna ait +25°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-viskozite grafikleri.
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Grafik 47: F5 formilasyonuna ait +40°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-viskozite grafikleri.
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Grafik 48: F6 formilasyonuna ait +4°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-viskozite grafikleri.
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Grafik 49: F6 formilasyonuna ait +25°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-viskozite grafikleri.
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Grafik 50: F6 formilasyonuna ait +40°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-viskozite grafikleri.
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Grafik 51: F7 formulasyonuna ait +4°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-viskozite grafikleri.
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Grafik 52: F7 formilasyonuna ait +25°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-viskozite grafikleri.
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Grafik 53: F7 formilasyonuna ait +40°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-viskozite grafikleri.
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Grafik 54: F8 formilasyonuna ait +4°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-viskozite grafikleri.
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Grafik 55: F8 formilasyonuna ait +25°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-viskozite grafikleri.
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Grafik 56: F8 formulasyonuna ait +4°C’de baslangi¢ an1 ve 1., 3. aylardaki kayma

hizi-viskozite grafikleri.
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4.5 InVitro Salim Calismalarma Ait Bulgular
4.5.1 Dissolusyon Orneklerinin Analizine Ait Bulgular

Dissolusyon orneklerinin analizi HPLC metodu ile 3.2.6.2°’de anlatildigi gibi
yapilmustir. Orneklerin miktar tayini Pinus brutia ekstresinde bulunan total flavonoid

miktar1 tizerinden yapilmistir. Analize ait kromatogramlardan biri 6rnek olarak Grafik

57°de verilmistir.
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Grafik 57: HPLC ile yapilan miktar tayini sonucu Pinus brutia ekstresindeki total

flavonoid gruplar i¢in hesaplanan kromatogram pikleri.

452 In vitro Salim Verilerinin Kinetik Olarak Degerlendirilmesine Ait

Bulgular

HPLC analizi ile belirlenen salim miktarlarina gore 0. derece, 1. derece, Hixon-
Crowell ve Higuchi kinetik modelleri olusturulmus ve her bir kinetik model igin R?
degeri hesaplanmistir. Kinetik modellerden en yiiksek R? degerine sahip model, o
formiilasyona uygun kinetik model olarak belirlenmistir. Secilen modelin egim
denklemi kullanilarak % salim denklemleri olusturulmustur. Bu denklemlere gore
formiilasyonlarin teorik salim oranlar1 hesaplanmigtir. Teorik salim ve pratik salim

oranlar1 benzerlik testi formiilii (f2) kullanilarak karsilastirilmistir.
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1
f2 =50xlog {[1+ X Y(Ry —T1)?*]7%% x 100}

n ) t anina kadar alinmig 6rnek sayisi
R1 ) t aninda ilacin teorik % ¢6ziinme miktari
T1 : t aninda ilacin pratik % ¢6zlinme miktar1

45.2.1 F7 Formilasyonuna Ait Kinetik Modelleme

F8 formiilasyonu i¢in olusturulan 0. derece, 1. derece, Hixon-Crowell ve Higuchi

kinetik modellerinin grafiklerine ait R? degerleri Tablo 18’de verilmistir.

Tablo 18: F7 formiilasyonu icin olusturulan kinetik modellerin grafiklerine ait R?

degerleri

Kinetik modeller

F7-R? degerleri

0. derece kinetik 0.8610
1. derece kinetik 0.9672
Higuchi kinetigi 0.9657
Hixon-Crowell 0.9420
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F7 formiilasyonu i¢in olusturulan 1. derece kinetik modeli Grafik 58’de verilmistir.
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Grafik 58: F7 formiilasyonuna ait 1.derece kinetik grafigi.

F7 formiilasyonunun salim profili i¢in 1. derece salim kinetigi, uygun kinetik model
olarak belirlenmistir. Bu modele ait egim denklemine gore belirlenen % salim formali

asagida verilmistir.

log % coziinmeden kalan etkin madde = —0.0962 x Zaman (saat) + 1.9065

% Salim = 100 — 10(~0:0962 X t +1.9065)
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% salim formiiliine gore olusturulan teorik salim ve pratik salim grafikleri Grafik 59’da

verilmigtir.
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Grafik 59: F7 formiilasyonuna ait teorik salim ve pratik salim grafikleri.

F7 formiilasyonuna ait teorik salim ve pratik salim oranlar1 i¢in benzerlik testi formiilii

(f2) uygulanmstir:

1
fz =50xlog {[1+ X Y(Ry—T1)?]7 %% x 100}

1
f. =50xlog {[1+ CTR 422.9733]7%5 x 100}

f,=61.018
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45.2.2 F8 Formiulasyonuna Ait Kinetik Modelleme

F8 formilasyonu i¢in olusturulan 0. derece, 1. derece, Hixon-Crowell ve Higuchi

kinetik modellerinin grafiklerine ait R? degerleri Tablo 19°da verilmistir.

Tablo 19: F8 formiilasyonu i¢in olusturulan kinetik modellerin grafiklerine ait R?

degerleri
Kinetik modeller F8-R? degerleri
0. derece Kkinetik 0.8141
1. derece kinetik 0.8905
Higuchi kinetigi 0.9362
Hixon-Crowell 0.8666

F8 formiilasyonu i¢in olusturulan Higuchi kinetik modeli Grafik 60°ta verilmistir.
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Grafik 60: F8 formiilasyonuna ait Higuchi kinetigi grafigi.
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F8 formiilasyonunun salim profili i¢in Higuchi sahim kinetigi, uygun kinetik model
olarak belirlenmistir. Bu modele ait egim denklemine gore belirlenen % salim formilu

asagida verilmistir.

% Salim = 21.659 =Vt + 6.4391

% salim formiiliine gore olusturulan teorik salim ve pratik salim grafikleri Grafik 61’de

verilmigtir.

F8- Higuchi Kinetigi Teorik ve Pratik Salim
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Grafik 61: F8 formiilasyonuna ait teorik salim ve pratik salim grafikleri.

F8 formiilasyonuna ait teorik salim ve pratik salim oranlari igin benzerlik testi formilu

(f2) uygulanmustir:

1
f, =50xlog {[1+ X Y(R; —T1)?*]7%° x 100}

1
f, =50xlog {[1+ I3 X 218. 1411]7%° x 100}

fa =67.9297
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F7 ve F8 formiilasyonlarina ait % salim-zaman grafikleri karsilastirmali olarak

Grafik 62’de verilmistir.
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Grafik 62: F7 ve F8 formiilasyonlarina ait % salim-zaman grafikleri.



5. Tartisma

Bitkiler, ilk c¢aglardan beri gelencksel olarak g¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Kolay ulasilabilmesi nedeniyle tibbi bitkiler halk arasinda siklikla
tercih edilmektedir. Bitkilerin tedavi amagli kullanimlarinda ¢igek, meyve, govde,
yaprak, tohum gibi kisimlari veya bu kisimlardan elde edilen sekonder iiriinler (regine,
sakiz vb.) direkt olarak uygulanabildigi gibi lapa, merhem, jel, infiizyon, dekoksiyon
seklinde hazirlanarak da kullanilabilmektedir.

Giliniimiizde tedavide ve sagligin desteklenmesinde dogal {iriinlere olan ilgi artmistir.
Dogal iiriinlerin en dnemli kaynagini olusturan bitkilerin ilag ham maddesi olarak
kullanim1 git gide yayginlasmaktadir. Eski caglardan beri ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilan bitkilerin etkiden sorumlu bilesiklerinin tespit edilmesine ve
tedavi veya korunma amagh farmasotik dozaj sekillerinin gelistirilmesine yonelik
arastirmalar 6nem kazanmistir.

Yara, fiziksel veya kimyasal bir hasar sonucu cilt veya mukozay1 olusturan dokularin
tahrip olmasi ve biitiinliigiiniin bozulmasi1 olarak tanimlanmaktadir. Yara iyilesmesi
doku biitiinliigiiniin yeniden saglanmas1 amaciyla kendiliginden gerceklesen biyolojik
bir siirectir. Ancak yarada enfeksiyon veya komplikasyon gelisme riski
bulundugundan ve diyabetik ayak yaralar1 gibi bazi kronik durumlarda iyilesme stireci
yavas gerceklestiginden iyilesmeyi hizlandiracak ve etkin bir tedavi saglayacak
maddelere gereksinim duyulmaktadir. Bu amacla sentetik veya dogal kaynakli tirtinler
kullanilabilmektedir (Altindas, 2001; Bentley & Nawaz, 2010).

Eski caglardan bu yana, halk arasinda pek ¢ok bitkinin yara iyilestirici 6zelliginden
yararlanildig1 bilinmektedir. Giiniimiizde igeriginde etkin madde olarak bitkisel ekstre
bulunduran ve yara tedavisinde endike olan pek ¢ok yar1 kat1 topikal formiilasyon
mevcuttur.

Pinus (¢cam) turleri kabuklarinin eski zamanlardan beri halk arasinda inflamatuar deri
ve mukoza hastaliklarinda, deri {ilserlerinde, egzemada ve yaralarn iyilestirmede
kullanildig1 bilinmektedir (Drehsen, 2007; Kizilarslan & Sevg, 2013). Yapilan
arastirmalarla ¢am kabuklarinin fenolik bilesiklerce zengin igerige sahip oldugu
belirlenmistir. Ozellikle Fransiz sahil ¢ami1 (Pinus maritima) kabuklarindan elde edilen
piknogenol ekstresi, yiiksek oranda proantosiyanidin icermekte ve pek cok biyolojik

aktivite gostermektedir (D’Andrea, 2010). Pycnogenol®iin haricen uygulandiginda
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yara iyilesme siirecini hizlandirdigini gosteren in vivo hayvan c¢aligmalart mevcuttur
(Blazso ve ark., 2004; Okur ve ark., 2019).

Cetin ve ark., 2013 ¢alismasinda, Pinus brutia kabuklarindan elde edilen ekstrenin ve
Pycnogenol®iin yara iyilestirici aktiviteleri siganlarda olusturulan yara modellerinde
degerlendirilmis, Pinus brutia ekstresinin kontrol ve Pycnogenol® grubuna gore daha
hizli yara iyilesmesi gosterdigi belirlenmistir (Cetin ve ark., 2013).

Ozlem Yesil-Celiktas ve ark., 2009 ¢alismasinda, Tiirkiye’de bulunan P. brutia, P.
sylvestris, P. nigra ve P. pinea turlerinin kabuklarindan ekstreler hazirlanmistir. Bu
ekstrelerin radikal siipiiriicii aktiviteleri ve i¢erigindeki total fenolik madde, taksifolin,
katesin miktarlar1 Pycnogenol® ile birlikte analiz edilmistir. Calisma sonucunda ¢am
ekstrelerinin Pycnogenol® ile Karsilastirilabilir diizeyde fenolik icerige ve aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir. Ozellikle Pinus brutia ekstresinin diger ekstrelere ve
Pycnogenol®e gore oldukca yiiksek miktarda taksifolin icerdigi saptanmistir. (Ozlem
Yesil-Celiktas ve ark., 2009).

Yapilan ¢alismalar Pinus maritima disindaki Pinus tirlerinin icerikleri ve gosterdikleri

aktiviteler bakimindan Pycnogenol®’

e alternatif olusturabilecegini gostermektedir.
Polifenolik bilesikler agisindan zengin ¢am tiirleri kabuklarinin yaralarda ve gesitli
deri hastaliklarinda alternatif bir tedavi secenegi olabilecegi diislinilmektedir.

Bu c¢alismada; Pinus brutia, Pinus sylvestris ve Pinus pinea kabuklarindan elde
edilmis ekstrelerin yara iyilestirici aktiviteleri belirlenmis ve jel formiilasyonlarinin
hazirlanmasinda kullanilmistir. Yara iyilestirici aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla
ekstrelere in vitro sitotoksisite ve in vitro yara iyilesme deneyi uygulanmistir.
Sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanilan MTT testi ile her bir ekstre icin sitotoksik
dozlar ve uygun hiicre canliligini saglayan dozlar belirlenmistir. Belirlenen doz
araliklarinda gercgeklestirilen in vitro yara iyilesme deneyi ile ekstrelerin yara
tyilestirici aktiviteleri incelenmis ve sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Bu dogrultuda belirlenen dozda Pinus brutia ekstresi ile jel formiilasyonlar
hazirlanmistir. Jel formiilasyonlarinin hazirlanmasinda karbopol polimeri iki farkli
oranda kullanilmistir. Etkin madde igermeyen ve igeren jel formiilasyonlarinin fiziksel
ozellikleri degerlendirilmis, pH, viskozite ve akis dlgtimleri yapilmistir. Etkin madde
igeren jel formiilasyonlarinda in vitro salim galismasi gergeklestirilmistir. Hazirlanan
formiilasyonlarda 3 aylik hizlandirilmig stabilite calismasi yiiriitiilmiistiir. Stabilite
caligmasinda 1. ve 3. aylarin sonunda jellerin pH, viskozite ve akis 6l¢timleri yapilmus,

baslangicta elde edilen 6l¢iim sonugclari ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

97



Sitotoksisite testinde uygulanacak dozlar belirlenirken Pycnogenol® ile daha dnceden
yapilmis hiicre kiiltiirii ¢aligmalari incelenmistir. Bito ve ark., 2000 ¢aligmasinda
keratinosit hiicrelerine 5-50 pg/mL konsantrasyonda uygulanan Pycnogenol®’iin
antiinflamatuar aktivite gosterdigi saptanmustir. Figuero ve ark., 2006 ¢alismasinda,
50, 100, 150, 200 ve 300 pg/mL konsantrasyonlarda Pycnogenol® insan periostal
fibroblast ve osteoblast hiicrelerine uygulanmis ve en iyi antioksidan aktivitenin 150
ve 200 pg/mL dozlarinda gorildigi belirlenmistir. Cho ve ark., 2010 calismasinda,
20-50 pg/mL  konsantrasyonda uygulanan Pygnogenol’iin insan T lenfosit ve
makrofajlardan IL-1 ve IL-2 sitokinlerinin salginmasini inhibe ettigi belirlenmistir. Bu
calismalarda belirlenen dozlar g6z énuinde bulundurularak sitotoksisite ¢alismalarinda
cam kabugu ekstrelerinin 0-800 pg/mL doz araliginda (25, 50, 100, 200, 400, 800
pg/mL) uygulanmasina karar verilmistir (Bito ve ark., 2000; Cho ve ark., 2010;
Figuero ve ark., 2006).

Sitotoksisitenin belirlenmesi amaciyla yapilan MTT testi sonuglarina gore Pinus
brutia ve Pinus pinea ekstrelerinin 25 pg/mL ve 50 pg/mL konsantrasyonlarinda
%70’in tizerinde hiicre canlilig1 elde edilmistir. Ekstrelerin 100 pg/mL ve Gzerindeki
konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Pinus sylvestris
ekstresinin 25 pg/mL, 50 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda %70’in
tizerinde hiicre canliligi elde edilmistir. Ekstrenin, 200 pg/mL ve U(zerindeki
konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.

Sitotoksisite testinden elde edilen veriler dogrultusunda ekstreler igin sitotoksik
olmayan doz araliklar1 belirlenmis, yara iyilesme testinde her bir ¢am ekstresi igin
1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL ve 80 pg/mL olmak iizere 6 farkli
konsantrasyonun uygulanmasina karar verilmistir.

Yara iyilesme tesinde Pinus brutia ekstresinin uygulandigi fibroblast hicrelerinin
24. saatteki yara kapanma oranlari incelendiginde, 20 pug/mL dozunun en yiiksek orana
sahip oldugu goriilmistiir. Kontrol grubu hiicreleri 24. saatte %34.587 yara kapanma
ylzdesine sahipken, 20 pug/mL konsantrasyonda uygulanan Pinus brutia ekstresinde

bu oran %57.027 olarak belirlenmistir.

Pinus brutia ekstresine ait yara iyilesme testi bulgularinin istatistiksel

degerlendirmesinde:

- 2x7 faktoriyel varyans analizinde doz-zaman etkilesimi anlamli olarak saptanmistir
(p<0.001).
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- Dozlar arasinda baslangicta anlamli farklilik oldugu belirlenmistir (p<0.001).

- 24. saatte dozlar arasi kovaryans analizinde p=0.045 olarak saptamistir. Dozlar

arasinda anlamli farklilik oldugu belirlenmistir.

- Dozlarin ikili analizinde kontrol grubu ve 20 pg/mL dozu arasinda p=0.034 olarak
saptanmustir. Istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir. 20 pg/mL dozunun kontrol

grubuna gore daha iyi iyilesme gosterdigi belirlenmistir.

- Kontrol grubu ve 1 pg/mL, 5ug/mL, 10 pg/mL, 40 pg/mL dozlari arasindaki
analizlerde p=1.000, kontrol grubu ve 80 pg/mL dozu arasinda ise p=0.792 olarak
bulunmustur. Bu degerler istatistiksel olarak anlamsizidir. Pinus brutia ekstresinin
20 pg/mL disindaki dozlart kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli derecede

farklilik olmadig1 saptanmistir.

- Kontrol grubu ve her bir dozun 0. ve 24. saat degerleri kendi iginde
degerlendirildiginde kontrol grubu i¢in p=0.007, 1 pg/mL dozu ic¢in p=0.003, 10
pug/mL dozu icin p=0.008, 40 pug/mL ve 80 pg/mL dozlari igin ise p<0.001 olarak
bulunmustur. Her grup kendi iginde istatistiksel olarak anlamlidir. Biitiin deney
gruplarinda 0. ve 24. saat degerleri karsilastirildiginda anlamli derecede iyilesme

goriildigi belirlenmistir.

Pinus sylvestris ekstresinin uygulandigi hiicrelerin 24. saatteki yara kapanma oranlart
incelendiginde 1 pg/mL dozunun en yiiksek orana sahip oldugu goriilmiistiir. Kontrol
grubu hucreleri 24. saatte %34.587 yara kapanma yiizdesine sahipken, 1 pg/mL
konsantrasyonda uygulanan Pinus sylvestris ekstresinde bu oran %53.418 olarak

belirlenmistir.

Pinus slylvestris ekstresine ait yara iyilesme testi bulgularinin istatistiksel

degerlendirmesinde:

- 2x7 faktoriyel varyans analizinde doz-zaman etkilesimi anlamli olarak saptanmistir
(p=0.001).

- Dozlar arasinda baglangicta anlamli farklilik oldugu belirlenmistir (p<0.001).

- 24. saatte dozlar arasi1 kovaryans analizinde p<0.001 olarak saptanmistir. Dozlar

arasinda anlaml farklilik oldugu belirlenmistir.
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- Dozlarin ikili analizinde kontrol grubu ve 1 pg/mL dozu arasinda p=0.0495 olarak
saptanmugtir. Istatistiksel olarak anlamli farklilhik vardir. 1 pg/mL dozunun kontrol

grubuna gore daha iyi iyilesme gosterdigi belirlenmistir.

- Kontrol grubu ve 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL dozlari arasinda p=1.00, kontrol
grubu ve 5 pg/mL dozu arasinda ise p=0.794 olarak belirlenmis, en az kontrol grubu

kadar etkili olduklar1 bulunmustur.

- Kontrol grubu ve 80 pg/mL dozu arasinda p=0.008 bulunmustur. 80 pg/mL dozunun

proliferasyon iizerine olumsuz etki gosterdigi saptanmustir.

- Pinus sylvestris ekstresinin 1 pg/mL disindaki dozlar1 kontrol grubuyla
kiyaslandiginda ayni oranda iyilesme veya iyilesme lizerine olumsuz etki gosterdigi

belirlenmistir.

- Kontrol grubu ve her bir dozun 0. ve 24. saat degerleri kendi iginde
degerlendirildiginde kontrol grubu ig¢in p=0.007, 1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL dozlar
icin p<0.001, 20 pg/mL dozu ic¢in p=0.002, 40 pg/mL dozu ic¢in p<0.001 olarak
bulunmustur. Degerler 40 pg/mL dozuna kadar anlamli iken 80 pg/mL dozu igin
p=0.171 olarak bulunmustur. Bu deger istatistiksel olarak anlamsizdir. Pinus sylvestris
ekstresinin 80 pg/mL disindaki dozlar kendi iginde degerlendirildiginde anlamli

derecede iyilesme goriildiigii belirlenmistir.

Pinus pinea ekstresinin uygulandigi hiicrelerin 24. saatteki yara kapanma oranlari
incelendiginde 10 pg/mL dozunun en yiiksek orana sahip oldugu goriilmiistiir. Kontrol
grubu hicreleri 24. saatte %34.587 yara kapanma ylzdesine sahipken, 10 pg/mL
konsantrasyonda uygulanan Pinus pinea ekstresinde bu oran %46.864 olarak

belirlenmistir.

Pinus pinea ekstresine ait yara iyilesme testi bulgularinin istatistiksel

degerlendirmesinde:

- 2x7 faktoriyel varyans analizinde doz-zaman etkilesimi anlamli olarak saptanmigtir
(p<0.001).

- Dozlar arasinda baslangicta anlamli fark oldugu belirlenmistir. (p<0.001).

- 24. saatte dozlar aras1 kovaryans analizinde p<0.001 olarak saptanmistir. Dozlar

arasinda anlamli farklilik oldugu belirlenmistir.
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- Dozlarn ikili analizinde kontrol grubu ve 1 pg/mL dozu arasinda p=0.013 olarak

saptanmustir. 1 pg/mL dozu kontrole gore daha az iyilesme gostermistir.

- Kontrol grubu ve 5 pg/mL, 10 pg/mL dozlar1 arasinda p=1.00 bulunmustur. 5 pg/mL

ve 10 pg/mL dozlarinin en az kontrol grubu kadar etkili sonug verdigi belirlenmistir.

- Kontrol grubu ve 20 pg/mL dozu arasinda p=0.387 bulunmustur. 20 pg/mL dozu

kontrol grubu kadar etki gosterememistir.

- 40 pg/mL dozu icin p=0.045, 80 pg/mL dozu igin ise p=0.006 olarak belirlenmistir.
40 pg/mL ve 80 pg/mL dozlar1 kontrol grubuna gére anlamli derecede kotii sonug

vermistir.

- Kontrol grubu ve her bir dozun 0. ve 24. saat degerleri kendi icginde
degerlendirildiginde kontrol grubu, 1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL ve 40 pg/mL
dozlarmin p degerleri sirasiyla 0.007, 0.005, 0.000, 0.001 ve 0.026 olarak
bulunmustur. Bu dozlarda yara mesafelerinde anlamli derecede farklilik goézlenmistir.

24. saat degerleri baslangicla kiyaslandiginda daha iyi durumdadir.

- 20 pg/mL dozu igin p=0.137, 80 pg/mL dozu icin ise p=0.803 olarak belirlenmistir.

Bu dozlarda 0. ve 24. saat degerleri arasinda anlamli bir farklilik bulunamamustir.

Yara iyilesme testinden elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde tiim
gruplar i¢inde kontrol grubuna kiyasla en anlamli farklilik Pinus brutia 20 pg/mL
dozunda goriilmistiir. Jel formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve sonraki agamalarda

20 pg/mL konsantrasyonda Pinus brutia ekstresinin kullanilmasina karar verilmistir.

On formiilasyon ¢alismalarinda hazirlanan krem formiilasyonlar1 oda sicakliginda
bekletildiginde faz ayrigsmasi problemi go6zlenmis, bu nedenle caligmalara jel

formiilasyonlar1 ile devam edilmistir.

On formiilasyon calismalarinda %0.5, %1, %1.5 ve %2 oranlarinda Carbopol® 940 ile
hazirlanan polimer ¢ozeltilerinin pH degerleri 2.38-2.90 araliginda o6l¢iilmiistiir.
Notralize edici ajan eklenmeyen karbopol ¢ozeltilerinin pH degeri 2.5-3.5 araliginda
olup asidik 6zellik gostermektedir (Curran, Hayes, Afacan, Williams, & Tanguy,
2002) On formiilasyon ¢alismalarinda 6l¢iilen pH degerleri literatiir ile drtiismektedir.
Pinus brutia igeren karbopol ¢ozeltilerinin pH degerleri, ekstre bulundurmayan

polimer ¢ozeltilerine gore bir miktar daha diigiik bulunmustur. Bu da ekstrenin sulu
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¢ozeltisinin asidik 6zellikte olabilecegini gostermektedir (Curran et al., 2002; Islam,
Rodriguez-Hornedo, Ciotti, & Ackermann, 2004).

On formiilasyon calismalarinda hazirlanan formiilasyonlarin fiziksel ozellikleri
degerlendirildiginde, karbopol orani arttikga jellerin sertliginin arttigt ve
yayilabilirligin zorlastig1 gdzlenmistir (Barry & Meyer, 1979; Curran ve ark., 2002).

On formiilasyon ¢alismalarinda Brookfield viskozimetre ile 1, 5, 10 ve 20 rpm déniis
hizlarinda yapilan viskozite dl¢iimlerine gore Carbopol® 940 oram arttikca viskozitede
diizensiz bir artis oldugu goriilmiistiir. Dakikadaki doniis sayis1 (rpm) arttiginda ise
viskozitenin azaldigi goriilmistiir. Kayma hizi artisina baglh olarak viskozitenin
degismesi, jellerin Newtonian olmayan bir akis tipi sergiledigini gostermektedir.
Aiyalu, Govindarjan, & Ramasamy, 2016, Dantas ve ark., 2016, Kaur, Raina, & Singh,
2014, Sareen, Kumar, & Gupta, 2011 calismalarinda, %0.5, %1 ve%]1.5 oranlarinda
Carbopol® 940 kullanilarak jel formiilasyonlar1 hazirlanmis ve viskozimetre ile farkli
rpm degerlerinde Ol¢timleri yapilmistir. Calismalarda belirlenen viskozite degerlerleri
karsilastirildiginda, %0.5 ve %1 oranlarinda Carbopol® 940 iceren F1 ve F2
formiilasyonlar1 i¢in oOlgiilen viskozite degerlerinin, literatlirde bulunan viskozite
degerleri ile daha uyumlu oldugu gériilmiistiir. %1.5 ve %2 oranlarinda Carbopol® 940
iceren F3 ve F4 formiilasyonlariin, yapilan ¢aligmalarla kiyaslandiginda ayni rpm
degerlerine karsilik daha yiiksek viskozite araliginda bulundugu belirlenmistir. Bu
ylizden c¢alismanin sonraki asamalarinda 9%0.5 ve %1 konsantrasyonlarinda
Carbopol® 940 kullanilmasina karar verilmistir (Aiyalu ve ark., 2016; Dantas ve ark.,
2016; Kaur ve ark., 2014; Kumara ve ark., 2015; Sareen ve ark., 2011).

F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarinin reoloji analizleri sonucu elde edilen kayma hizi-
kayma gerilimi grafikleri degerlendirildiginde akis egrisinin baglangi¢c noktasindan
gegmedigi ve belirli bir esik kayma gerilimi degerinden sonra akisin basladig:
goriilmektedir. Bu tipteki akis egrisi jellerin Newtoninan olmayan akislardan plastik
akis ozelligi sergiledigini gostermektedir. Esik kayma gerilimi degeri asildiktan sonra
ise kayma incelmesi akis egrisine uygun sekilde devam etmektedir. Bu da
formiilasyonlarin plastik akislardan viskoplastik akis davranist sergiledigini
gostermektedir. Kayma hizi-kayma gerilimi akis grafikleri igin elde edilen
matematiksel modellemelerde, tiim jel formilasyonlarinin plastik akis modellerinden

Herschel Bulkley modeline uygun oldugu belirlenmistir. Literatiirde karbopoller
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Uzerine yapilan reoloji caligmalar1 incelendiginde, polimer ¢dzeltilerinin kayma
incelmesi davranisi sergiledigi ve genellikle Herschel-Bulkley akis modeline uyum
gosterdigi belirlenmistir. Akis grafikleri, akis tipleri ve akis modellerinin farkl
karbopoller ile yapilan ¢alismalarla ortiistiigli saptanmastir. (Kim, Song, Lee, & Park,
2003; Ozer ve ark., 2015; Piau, 2007; Yeginer, 2014).

Curran ve ark., 2002 ¢alismasinda, %1.48 Carbopol® 940 iceren jel formiilasyonlarmin
pH:2.8-12.7 araliginda akis ve viskozite Ozellikleri degerlendirilmis, kayma hizi-
kayma gerilimi grafiklerinin tim pH degerlerinde Herschel-Bulkey modeline uygun
oldugu belirlenmistir. pH degeri 4.51 olarak belirlenen jel formiilasyonunun 8-195s™
kayma hizi araliginda 6l¢iilen kayma gerilimi araligi 300-580 Pa, viskozite aralig1 ise
ortalama 40-3 Pa.s olarak belirlenmistir. Calismalarin verileri karsilastirildiginda,
F5 (%0.5) ve F6 (%1) formiilasyonlar1 igin ayn1 kayma hizi araliginda elde edilen
kayma gerilimi ve viskozite araliklar sirasiyla 150-430 Pa, 20-2 Pa.s ve 208-600 Pa,
28-3 Pa.s olarak belirlenmistir. Akis tipleri ve reogramlarin uyumlu oldugu, elde edilen

kayma gerilimi ve viskozite degerlerinin ise birbirine yakin oldugu saptanmistir

(Curran et al., 2002).

Formilasyonlara ait kayma hizi-viskozite grafiklerinde kayma hizi arttikca
viskozitede azalma oldugu goriilmektedir. Kayma hizina bagh viskozite degisimi,
jellerin Newtonian olmayan akis 6zelligi sergiledigini gostermektedir. F5, F6, F7 ve
F8 formiilasyonlarina ait kayma hizi-viskozite egrilerinin viskozite temelli
matematiksel modellerden Carreu ve Carreu-Yasuda modellerine uygun oldugu
saptanmigtir. Carreu ve Carreu-Y asuda akis modelleri diisiik kayma hizlarinda polimer
cozeltilerinin akis davraniglarini temsil eden, psddoplastik akis altinda incelenen ve
viskozite ifade etmek igin kullanilan matematiksel modellerdir. Literatiirde
karbopoller ile hazirlanan jel formiilasyonlarimin viskozite egrileri incelendiginde,
kayma hiz1 artgina bagli olarak viskozitenin diizensiz azaldig1 ve kayma hizi-viskozite
grafiklerinin uyumlu oldugu belirlenmistir (Barry & Meyer, 1979; Kim ve ark., 2003;
Kumara ve ark., 2015; Shin ve ark., 2000; Yeginer, 2014).

%0.5 ve %1 karbopol iceren formilasyonlarin kayma hizi-kayma gerilimi grafikleri
karsilastirildiginda aymi kayma hizi degerlerine karsilik %1 karbopol igeren
formiilasyonlarin (F6, F8) kayma gerilimlerinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu

da %1 karbopol iceren jellerin viskozitesinin %0.5 karbopol iceren jellere gore daha
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yiiksek oldugunu gostermektedir. %0.5 ve %1 Kkarbopol igeren formiilasyonlarin
kayma hizi-viskozite grafikleri karsilastirildiginda ise dusiik kayma hizi degerlerinde
%1 karbopol igeren formiilasyonlarin (F6, F8), %0.5 karbopol icerenlere (F5, F7) gore
daha yiiksek viskozite degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Formiilasyonlarda
kullanilan Carbopol® 940 oram arttik¢a viskozitenin de arttig1 literatir ile uyumlu
olarak belirlenmistir (Barry & Meyer, 1979; Curran, Hayes, Afacan, Williams, &
Tanguy, 2002; Kim, Song, Lee, & Park, 2003).

Stabilite calismalarinda F5, F6, F7 ve F8 formiilasyonlarin fiziksel 6zellikleri 1. ve
3. aylarin sonunda degerlendirildiginde formiilasyonlarin fiziksel goriintiglerinde,
renk, koku ve homojenitelerinde degisiklik gbzlenmemis, gbzle goriiniir mikrobiyal
Ureme saptanmamis ve faz ayrismasina rastlanmamistir. Bu da formiilasyonlarin
+4° C’ sicaklik, +25°C sicaklik-%60 relatif nem, +40°C sicaklik-%73 relatif nem
kosullarinda 3 ay boyunca fiziksel olarak stabil kaldigin1 géstermektedir.

F5, F6, F7 ve F8 formUlasyonlarinin baslangi¢ anindaki ve 1., 3. aylarin sonundaki pH
Ol¢timlerinde pH degerleri F5 formiilasyonu i¢in 5.42-5.35; F6 formilasyonu igin
5.52-5.43; F7 formulasyonu igin 5.40-5.21; F8 formilasyonu i¢in 5.49-5.31 araliginda
Ol¢iilmiistiir. Her formiilasyon i¢in pH degerlerindeki degisim %5’in altindadir. Bu da
pH degisiminin ihmal edilebilir diizeyde oldugunu ve formiilasyonlarin belirlenen

stabilite kosullarinda 3 aylik stirede pH acisindan stabil kaldigin1 géstermektedir.

F5, F6, F7 ve F8 formilasyonlarinin 1. ve 3. aylarin sonundaki kayma hizi-kayma
gerilimi ve kayma hizi-viskozite grafikleri incelendiginde baslangi¢ aninda yapilan
akis grafiklerine benzer 6zellikler gosterdigi goriilmektedir. Her iki dl¢limde de tiim
formiilasyonlar baslangi¢ 6l¢iimiinde oldugu gibi kayma gerilimi temelli plastik akis
modellerinden Herschel Bulkley modeline ve viskozite temelli psédoplastik akis
modellerinden Carreu ve Carreu-Yasuda modellerine uygun akis sergilemistir.
Baslangig ani, 1. ay ve 3. ayda elde edilen kayma hizi-kayma gerilimi ve kayma hizi-
viskozite akis egrilerinin R? degerleri karsilastirilmis, R? degerleri arasindaki farkin
%0.1°den az oldugu belirlenmistir. Grafiklerin R? degerlerindeki degisim ihmal
edilebilecek duzeydedir. Formiilasyonlarin belirlenen stabilite kosullarinda 3 aylik
stirede akis oOzelliklerinde bir degisiklik goriilmedigini ve reolojik acidan stabil

oldugunu séylemek miimkiindiir.
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In vitro salim deneyi sonucu F7 ve F8 formiilasyonlarinin HPLC analizi ile belirlenen
salim profilleri 0. derece, 1. derece, Higuchi ve Hixon-Crowell kinetik modellerine
gore incelenmistir. F7 formulasyonu icin 1. derece kinetik modeli, F8 formilasyonu
icin Higuchi kinetik modeli, formilasyonlara en uygun kinetik modeller olarak
belirlenmistir. Bu modellere ait pratik salim ve teorik salim profilleri benzerlik testi
formali (f2) ile karsilastirildiginda, F7 formiilasyonu i¢in %61.018, F8 formiilasyonu
icin %67.9297 oraninda benzerlik saptanmustir. Kinetik modellemelerde benzerlik
oraninin %50’nin ilizerinde olmasi, Segilen kinetik modelin formilasyonun salim
profiline uygun oldugunu gostermektedir. Bu dogrultuda F7 formiilasyonunin igin
1. derece kinetik modeli, F8 formilasyonu ic¢in Higuchi kinetik modeli uygun
bulunmustur. Formiilasyonlarin % salim-zaman grafikleri incelendiginde, %0.5
oraninda karbopol iceren F7 formiilasyonunun 7. saatin sonunda icerigindeki
ekstrenin %81.178’ini ortama birakti1 goriilmektedir. %1 oraninda karbopol iceren
F8 formiilasyonu i¢in 7. saatin sonundaki salim orani %59.984 olarak belirlenmistir.
F7 formilasyonunun 2 kati karbopol konsantrasyonuna sahip olan F8
formiilasyonunda etkin madde salimi1 daha az oranda gerceklesmistir. Capraz bagh
yapiya sahip olan karbopoller suda nétrallestirici ajan ile jelleserek 3 boyutlu
polimerik ag yapisi olusturmakta ve jelin igine hapsedilen etkin maddelerin salimini
zorlagtirmaktadir. F7 (%0.5) formiilasyonunun salim oraninin F8 (%1)’ ¢ gore ylksek
olmasi karbopol konsantrasyonunun daha diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir. Jel
formiilasyonlarinda kullanilan karbopol orani ile salim profili arasindaki iliski, bu
konuda yapilan galismalarla uyumlu bulunmustur (Arellano, Santoyo, Martin, &
Ygartua, 1999; Barry & Meyer, 1979; Bonacucina ve ark., 2004).

Formiilasyonlarin salim profilleri ve secilen kinetik modellerin literatiir ile
karsilagtiritlmast amaciyla konu ile alakali ¢aligmalar incelenmistir. Aiyalu ve ark.,
2016 calismasinda, %1.5 oranminda Carbopol® 940 ve Carbopol® 934 ile bitkisel
ekstreler igeren jeller hazirlanmis, yardime1 madde olarak propilen glikol (%5), EDTA
disodyum (%0.005) ve trietanolamin (%1.5) kullanilmistir. In vitro salim galismalari
sonucunda, jellerin igerdikleri ekstre oraninlarina gore 0. derece, 1. derece veya
Higuchi salim kinetiklerine uyum gosterdigi ve 5. saatin sonunda %100’e yakin salim
yaptig1 belirlenmistir. Chalke, Sharma, Nagare, & Jirge, 2016 ¢alismasinda, %]1.5
Carbopol 940® ile nar kabugu ekstresi iceren jel formiilasyonu hazirlanmis, yardimer

madde olarak gliserin (%20), trietanolamin ve metil paraben kullanilmistir. In vitro
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salim ¢aligmalarinda 5. saatin sonunda formiilasyonun i¢erigindeki ekstrenin tamamin
ortama saldig1 goriilmiistiir. Sareen ve ark., 2011 ¢aligmasinda, %1
Carbopol® 940, %20 propilen glikol ve %0.5 trietanolamin ile hazirlanan jellerde
meloksikam etkin maddesinin in vitro salim 6zellikleri degerlendirilmistir.
Calisma sonucunda jellerin 0. derece salim kinetigine uyum gosterdigi ve 8. saatin
sonunda igerigindeki etkin maddenin %55.66’sin1 ortama biraktigi belirlenmistir.
Literatiirde  Carbopol® 940 iceren jellerle yapilmis salim calismalan
degerlendirildiginde; salim kinetiklerinin etkin maddenin 06zellikleri, kullanilan
yardimc1 maddelerin ¢esidi ve oranlarina gore degiskenlik gosterdigi saptanmustir.
Calismalarda Carbopol® 940 jeller igin elde edilen salim grafiklerinin F7 ve F8
formiilasyonlarinin salim grafikleriyle biiylik 6l¢iide ortiistiigii belirlenmistir. Yapilan
caligmalar incelendiginde, karbopol jellerde genel olarak 5-6. saatlerin sonunda
salimin tamamlandig1 goriilmektedir. F7 ve F8 formiilasyonlarinda 7 saatlik salim
deneyi sonucunda sirastyla %81.178 ve %59.984 oranlarinda salim gerceklesmistir.
Ozellikle F8 formiilasyonunun literatiir ¢alismalari ile karsilastirildiginda daha yavas
salim yaptig1 ve igerigindeki etkin maddeyi daha uzun siirede ortama verdigi
goriilmiistiir. Bu acidan %0.5 Carbopol® 940 iceren F7 formiilasyonu, salim &zellikleri
acisindan literatiir ile daha uyumlu bulunmustur (Aiyalu ve ark., 2016; Aslani,
Zolfaghari, & Davoodvandi, 2016; Baviskar, Biranwar, Bare, & Venkatesh, 2013;
Chalke ve ark., 2016).
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6. Sonug ve Oneriler

Bu calismada ¢am kabuklarinin flavonoidlerce zengin icerigi ve daha 6nce yapilan
calismalar goz 6niinde bulundurularak Pinus brutia, Pinus sylvestris ve Pinus pinea
kabuklarindan elde edilen ekstrelerin yara iyilestirici aktivitelerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amagla insan fibroblast hiicreleri kullanilarak in vitro sitotoksisite
ve yara iyilesme testleri gerceklestirilmistir. In vitro yara iyilesme testi bulgulari
istatistiksel olarak incelendiginde, Pinus brutia ekstresinin yara iyilestirici
aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir.
Pinus sylvestris ve Pinus pinea ekstreleri ise kontrol grubuna gore anlamli derecede
iyilesme gostermediginden beklenen aktivitenin altinda sonu¢ vermistir. Farkli
ekstraksiyon metotlar1 veya farkli hiicre gruplari tizerinde ¢aligilarak daha yiiksek yara
iyilestirici aktivite elde edilebilecegi diisiiniilmektedir. Bu sonuclara gére Pinus brutia
kabuklar1 yara iyilesme tedavisinde kullanilmak tizere gelistirilebilecek potansiyel

aktif icerige sahip dogal bir {iriin olarak degerlendirilebilir.

Yara iyilestirici aktiviteye sahip Pinus brutia ekstresi ile farmasotik bir jel
formiilasyonu gelistirilmistir. Farmasotik jel formiilasyonlarinda en sik kullanilan
polimerlerden Carbopol® 940 farkli oranlarda kullanilarak formiilasyonlarin akis
ozellikleri ve salim profillerine etkisi incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore,
karbopol ile hazirlanan jel formiilasyonlarina ait akis egrilerinin literatir ile uyumlu
olarak plastik akis sekli gosterdigi ve jellerin viskozitesinin, igeriginde bulunan
Carbopol® 940 orani ile dogru orantili olarak artis gosterdigi belirlenmistir. In vitro
salim calismalarinda, formiilasyonlardaki Carbopol® 940 konsantrasyonu arttik¢a

etkin maddenin salim oraninin azaldigi sonucuna varilmistir.
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