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BOLUM I
1 GIRIS VE AMAC

Dermal doku hasarmin onarimi i¢in kullanmilan topikal konvansiyonel
yaklagimlar, tedavi siiresince karsilasilan sorunlarin giderilmesi konusunda yetersiz
kalmaktadir. Konvansiyonel formiilasyonlarin en 6nemli dezavantaji uygulama
sikliginin fazla olmasi ve etkin bir tedavi sunamamasidir. Seliilit, yag hiicrelerinin
anormal irilesmesi ve derinin esnekliginin azalmasi sonucu olarak dermal hasara
neden olan kozmetik bir bozukluktur. Deri alt1 yag hiicrelerindeki yagin yanmasi
(lipoliz) seliilit tedavisinde olmasi istenen bir durumdur. Ayni1 zamanda bu
hiicrelerde yag iiretiminin artmasi (lipojenez) engellenmelidir. Kafein bu iki olay1
birden gergeklestirmesi nedeniyle pekcok kozmetik iiriinde giincel olarak

kullanilmaktadir.

Mikropartikiiller, ¢aplar1 birka¢ pm’den birkag¢ yiiz um’ye kadar degisebilen
ilag tasiyici sistemler olup, polimerik yapilar1 nedeniyle etkin maddenin kontrollii ve
uzatilmig salimini saglarlar. Son yillarda hyaluronik asit (HA) ile hazirlanan
mikropartikiiller, doku onarimim hizlandiran pek¢ok formiilasyonun terkibine
girmistir. Derinin dogal bilesenlerinden olmasi, yeni hiicre olusumu ve
hareketliliginin devamim saglamasi ve ayrica gii¢lii nemlendirme 6zelligi nedeni ile

seliilit tedavisinde etkili olabilecegi diistiniilmiistiir.

Bu calismanin amaci; topikal yol ile kullanmilmak iizere kafein igeren
mikropartikiil formiilasyonlarinin gelistirilmesi, etkinliklerinin optimize edilmesi ve

tedavide uzun siire etkili bir formiilasyon tasarimi yapilmasidir. Bu bakimdan



calismamizda kafein iceren HA mikropartikiillerinin hazirlanmasi, dermal sistemlere
(lesitin organojel) yiiklenmesi, karakterizasyon, in vitro salim ve ex vivo difiizyon
calismalarinin yapilmasi planlanmistir. Son olarak, in vitro deneylerin sonuclarina
gore secilen formiilasyonlarin sitotoksik etkilerini degerlendirmek i¢in hiicre kiiltiirii
calismalarinin yapilmasi amaclanmistir. Boylece hem seliilit tedavisinde etkin hem
de hasar gérmiis dokunun onarimini hizlandiran nemlendirici 6zellikte sinerjik etkili

bir formiilasyon Onerilebilecektir.

2 GENEL BILGILER

2.1 DERI

2.1.1 Derinin Anatomik Yapist ve Fizyolojisi

Deri, insan viicudunun dig ylizeyini saran ve aym1 zamanda c¢evre ve
organizma arasindaki iletisimi saglayan bir organdir. Deri yaklagik 1.8-2 m’ ylizey
alani, 9 kg agirhig ile (viicut agirhigimin yaklagik % 16’s1) viicudumuzun en biiyiik
orgamidir ve yaklasik 0.5-3 mm kalinligindadir. Viicut sicakliginin korunmasinda bir
termostat gibi rol oynar. Kan basincimi denetler. Ayrica UV 1gimlarina kars iyi bir
koruma saglar. Derinin pH’1 5.2-5.6 arasindadir. Insan viicudunun degisik
bolgelerinde derinin rengi, kalinligi, icerdigi kil folikiilleri ve ter bezlerinin sayisi

farklidir (1,47,57).

Insan derisinin hayli genis bir yiizeyi kaplamasi ila¢ uygulamasinda da biiyiik
bir avantaj saglar. insan derisi, sacli deri ve glabrate (kilsiz) olmak iizere iki tiptir.
Deri viicudun bir ¢ok yerinde kil folikiilleri yag bezleri (sebaseus glandlar) ile

birlesmistir.

Deri; epidermis, dermis ve hipodermis olmak iizere 3 tabakadan olusur (Sekil

1.



Boynuzsu tabaka
Tanecikli tabaka

Sekil 1: Derinin yapis1

2.1.1.1 Epidermis

Gegirgen olmayan cok kathi epidermis tabakasi, aymi nitelikteki hiicrelerin
olusturdugu ve kalinligi viicudun cesitli bolgelerine gore degisen bir tabakadir.
Ortalama kalinlig1 ise yaklagik olarak 0.1 mm'dir. Histolojik ¢aligmalar epidermisin
en az dort hiicre tipinden olustugunu gostermistir. Bunlar sirasi ile keratinositler,
melanositler, langerhans hiicreleri ve merkel hiicreleridir. Epidermis hiicrelerinin
%95'1 keratinosittir. Keratinositler bazal tabakadan deri ylizeyine dogru hareketleri
sirasinda sinirlart belirli ¢ok sayida tabakalar olusturur. Epidermis distan ice dogru

baslica bes tabakadan olusur (1,57,121) (Sekil 2);

e Stratum corneum (Boynuzsu Tabaka)

e Stratum lucidum

e Stratum granulosum (Tanecikli Tabaka)
e Stratum spinosum (Dikensi Tabaka)

e Stratum bazale (Bazal Tabaka)’dir.
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Sekil 2: Epidermis sematik goriiniimii

2.1.1.1.1 Stratum Corneum (Boynuzsu Tabaka)

Epidermisin en dis tabakasidir ve boynuzsu hiicrelerin (korneosit) iist iistte
yigilmasi ile olusmustur. Stratum corneum (SC)’un %80'i korneositler olusturur ve
her bir korneosit, protein yapisindaki keratin filamentleri ile dolmus amorf bir
matrikse gomillmiistiir. Bu matriks, c¢ift kath lipid tabakalarindan olugsmustur. Bu
lipid tabakalar, serbest yag asidi, kolesterol ve seramit gibi polar amfifillerden
olusmustur. Cift katl lipid tabakada lipofilik ve hidrofilik yapilar matriks yapi
icerisinde farklilagmistir. Matriks yapilar ise birbirine zengin disiilfit baglar1 ile
baglanmistir. Her bir hiicre bu sekilde yaprak gibi c¢evrelenmistir. Bu yapi1 hem
hidrofilik hem de hidrofobik bilesikler icin O6nemli bir bariyer gorevi yapar
(121,125).
2.1.1.1.2 Stratum Lucidum

Epidermisin ikinci tabakasidir. Olii hiicrelerden olusmustur. Kil kokleri

icermez. Avug ici ve ayak tabanlarinda yer alir.

2.1.1.1.3 Stratum Granulosum (Tanecikli Tabaka)

Kalhnligt bolgesel farkliliklar gosterir ve deriye rengini  verir.

Keratinizasyonun ilk bulgular1 bu tabakada gozlenir.



2.1.1.1.4 Stratum Spinosum (Dikensi Tabaka)

Epidermisin lipitce zengin tabakasidir ve mikroskobik goriintiisiinde hiicre
yiizeyinde ¢ok sayida dikensi yapilar gozlenir.
2.1.1.1.5 Stratum Basale (Bazal Tabaka)

Epidermisin canli olan ve en altta bulunan tabakasidir. Tiim keratinositlerin
stratum korneuma yiikselmesine olanak verir. Diger tabakalara gore, daha hizh
boliinebilen, cogalabilen hiicreleri icerir ve ayrica deri pigmentini olusturan

melanositler de bu tabakada mevcuttur.

2.1.1.2 Dermis

Dermis, epidermisi destekleyen bir tabakadir. Koryum olarak da
isimlendirilir. 3-5 mm kalinhigindadir. Kollajen, elastin ve retikiiliin gibi fibroz
proteinlerden dokunmus olup bag dokudan bir matriks icerir. Amorf yapidaki
mukopolisakkaritler bu yapinin i¢ine gomiilmiistiir. Sinir hiicreleri, kan damarlari,
lenfatik yollar ve kil folikiilii onu deler gecer. Derinin, besin maddelerini tagimasi,
artik maddeleri uzaklastirmasi, kan basincimi ve 1s1y1 diizenlemesi icin yeterli kan
akimina gereksinimi vardir. Dermis, damar aglari ile desteklenmistir. Arterior
fleksusun kollarindan biri ter bezlerine, tiikriikk bezlerine ve kil koklerine kan tasir
(1,57). Dermisteki kapiller kan damarlarinda, difiize olan molekiil ¢ogaldiginda, sink

kosul gerceklesecek sekilde molekiilleri uzaklastirir (1,125).

2.1.1.3 Hipodermis (Deri alt1 tabaka)

Bu doku dermisin hemen altindadir ve biiyiikk miktarlarda yag iireten ve
depolayan hiicrelerden olusur. Subkiitan yaglar ve kolajenler yoluyla deriye esneklik
saglar, fiziksel olarak deriyi korur ve termal bir bariyer olusturur. Ayrica ana kan

damarlar1 bu tabakadadir.



2.2 EKSTRASELULER MATRIKS

Epidermal tabakada keratinositler ve dermal tabakada ise bag dokusu
hiicreleri olan fibroblastlar ve ekstraseliiler matriks-ECM bulunur. Epitel hiicrelerinin
altinda esnek, ince ECM’in ozellesmis sekli olan bazal lamina (destek tabakasi)
bulunur. Bazal lamina; lamina lucida ve lamina densa olmak {iizere 2 kisimdan
olusmaktadir. Bazal laminanin; hiicre farklilasmasi ve gelismesi, hiicre polaritesinin
saglanmasi ve hasar goren hiicrelerin yenilenmesinde 6nemli rolii vardir (9, 10, 104,

125) (Sekil 3)

Ektra Seliuller Matriksin epitel, endotel ve bag dokusu iligkisi

Epitel hiicreler«

Bazal membran

Endotel ile kapiler duvari
-

interstiyel matriks ve
bag dokusu

Fibroblast

Sekil 3: Ekstraseliiler matriks sematik gosterimi

ECM, hiicreler aras1 bosluklar1 dolduran, hiicreleri birbirine baglayan
kompleks bir yap1 olup, glikozaminoglikanlar (GAG) ve fibréz proteinlerden
olusmaktadir. GAG tiirevleri olarak; hyaliironik asit (hyaluronan-HA), kondroitin
siilfat, dermatan siilfat, heparan siilfat, keratan siilfat ve heparin sayilabilir (2, 3).
Fibroz protein grubunu ise; kolajen, laminin, elastin, fibronektin, perlekan, tenaskin,
integrin ve proteaglikanlar olusturur (4). Kolajen terimi, insan proteinlerinin ii¢te biri
icin kullanilan protein ailesine verilen isimdir. Kolajenin, derinin temel fibroz

bileseni oldugu ve yapi1 matriks proteini olarak doku onariminda fizyolojik bir



diizenleyici gorevi yaptigi bilinmektedir. Kolajen, doku tipine gore farkli bicimde
diizenlenmis paralel tropokolajen molekiillerden ibaret orgiiye benzer fibrillerden
meydana gelir ve molekiil agirligi 300.000 — 360.000 Da arasinda degismektedir.
Kolajen dokulara dayaniklilik verir, doku seklini korur ve dokuya gerilme direnci

saglar (119). (Sekil 4)

DERMiS

HiPODERMIS

Sekil 4: Deri tabakasinda hyaliironik asit ve kolajen (Advance Medical System Inc.)

2.3 HYALURONIK ASIT
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HA, ekstraselliiler matriksde bulunan, yiiksek molekiillii, negatif yiiklii, lineer
polisakkarit olup, glikosaminoglikan ailesinin bir iyesidir. HA, bazal lamina
tabakasinda sentezlenir ve ekzositozla salimir. Hyaliironan hiicre poliferasyonu ve

hiicre gociinden biiyiik oranda sorumludur. Cilt dokusunda bulunan HA jel benzeri
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bir maddedir, kolajen ve elastin lifleri arasindaki bosluklar1 doldurur. Derinin
epidermis ve dermis tabakalarinda bulunur ve biiyiik miktarda su tutma 6zelligine
sahiptir (26).Viicudun dogal olarak iirettigi HA’nin %50’si epidermiste bulunur ve
24 saatten daha kisa bir siirede metabolize olup atilir. Viicutta iiretilen HA gibi
disaridan takviye olarak alinan HA’da dermisten epidermis’e dogru yani cildin i¢
katmanlarindan dig yiizeyine dogru cildi nemlendirir. Yiiksek hidratasyon ozelligi
nedeniyle, ciltte piriizsiizliigiin, yumusakligin saglanmasi ve kirigikliklarin
azalmasina neden olur. Bu sebeple HA bir ¢cok kozmetik iiriin ve nemlendirici kremin
terkibine girer. Son yillarda HA, doku yenileme ve hiicre poliferasyonunda

bulundugu ¢ok genis bir alana yayilmistir (13, 14, 26 ).

ECM cilt hiicreleri arasindaki bosluklar1 doldurur. Bu cildi yumusak,
piiriizsiiz ve esnek yapar. Fakat yaslandik¢a klinik olarak kanitlanmis olan iki
faktorle (HA sentezinin azalmasi ve epidermisten dermise yenilenme) ciltteki HA
icerigi degisir. Her iki durumda epidermides’te HA nin azalmasina ve bunun sonucu
olarak cildin yaglanmasi, incelmesi ve neminin azalmasina sebep olur (26). Zaman
icerisinde ister dogal yaslanma siirecine isterse zararli kimyasal maddeler ve giines
15181 gibi cevresel faktorlerle olsun viicuttaki dogal HA miktar1 azalir ve yok olur.
Cildin elastikiyetinin ve nem miktarinin azalmasi, kirisikliklarin olusumu gibi deri
yaslanmasi ile iligkili bir cok degisiklikte bu maddenin eksikliginin rol oynadigi
bilinmektedir. HA cildi icten disa nemlendirir, kirisikliklan diizgiinlestirici bir siire¢
yaratir. Cildi nemlendirmede igsel bir kozmetik faktor olarak rol oynar. Ayrica,
2003’den beri FDA yiizsel kingiklar gibi yumusak doku kusurlarini doldurmak igin
HA enjeksiyonunu onaylamaktadir. HA nemlendirici etkileri sebebiyle genel olarak

cilt bakim iriinleri igeriginde kullanilmaktadir. ( 5, 6, 14). Bu iiriinler kolajen



enjeksiyonuna benzer olmakla birlikte etkinliginin daha uzun siire devam etmesi ve

alerjik reaksiyon riskinin azalmasi gibi bir takim avantajlara sahiptir.

Yiiksek molekiil agirlikli Hyaliironik asit (1-1.4 milyon ) uzun yillardan beri,
etkin bir nemlendirici olarak kozmetik preparatlarin terkibine girmektedir. Son
yillarda, diisiik molekiil agirliklt HA (15.000-50.000) ile hazirlanan preparatlarin da
cilde niifuz edererek nem diizenleyici etkisini epidermiste hatta dermis te dogrudan
gosterdigi bulunmustur. Cildin elastikiyetinin arttig1 ve stratum granulosum hiicreleri
arasindaki siki baglantiy1 (tight junctions) giiclendirerek transepidermal sivi kaybim

onledigi gozlenmistir (Sekil 5).

NEMLENDIRICI ETKI

Hiicreler arasi sika baglan olugturan
proteinlern sentezinin uyanlmasi
Trans Epidermal Su Kaybimin (TEWL)
dnlenmesi

Hyaltronik asidin nem gekici ajan olarak
dermiste su molekillerini baglamasi

CILT SIKILASTIRICIETKI
Tip | Kollejen sentezinin uyanimasi sonucu
cilt sikihgimin artmasi

DERMIS

Sekil 5: HA’in deri nemlendirme etkisi sematik gosterimi

Son yillarda HA’nin farkli esterifikasyonla hazirlanan benzil esterlerinin
degredasyon ve ilag salimimm modifiye ettigi ve istenilen kontrollii salimin elde
edilmesi i¢in farkl tiirlerin kullanildig1 saptanmistir. Bu nedenle son yillarda HA

sentetik formlar1 gelistirilmis ve yara tedavisinde kullanilmistir.



2.4 SELULIT

Selliilit derinin diizgiin goriintiisiiniin degisimine neden olan ve portakal kabugu
goriintlisii  olarak tarif edilen kozmetik bir bozukluktur. Seliilit postadolesan
kadinlarin neredeyse tamaminda (% 85 inde) 6zellikle kalca bolgesinde goriiliir (52).
Kilo alimi ile daha belirgin duruma gelmekle beraber diizenli spor nedeniyle kas
gerginliginin ¢ok iyi oldugu durumlar hari¢ zayif kadinlar da bile bulunmaktadir(37,
48). Erkeklerde, bag dokudaki farkliliklar nedeniyle bu durum olduk¢a nadir
goriilmektedir (94, 88). Kadinlarda bag doku bantlari, dermisden dokulara kadar
uzunlamasina/dikey seyretmektedir. Bu bantlar yag1 kanallara biriktiren yapilardir.
Yag tabakas1 genisledigi icin, derinin piitiirlii goriiniimii olusturarak yiizeysel sekilde
goriilmektedir. Erkeklerdeki, yag tabakasini tutmakta olan bag dokunun dermisle ag1
yapacak sekilde capraz cizgili sekli, deri ylizeyindeki yaglhi dokunun olusumunu

engellemektedir ( 53, 88, 94) (

Sekil 6).

~ 1-Epidermis
2-Dermis
3-Kollaje g

EPIDERMIiS
4~ oeruis —}

RS ‘- ILK KAT YAG
o DOKuUsU

Sekil 6: Kadin ve erkek derisi bag dokusu farkliliklar1 (understanding the cellulite-
The Durham Clinic)
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2.4.1 Seliilitin Fizyopatolojisi

Seliilit olusumu, deri alti dokusundaki yapisal, morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler sonucunda goriilmektedir (60). Seliilit, yag hiicrelerinin anormal

irilesmesi ve derinin esnekliginin azalmasi sonucu olarak ortaya cikar.

Deriyi dokulara baglayan deri alt1 yag dokusu (hipodermis) temel olarak yag
hiicrelerinden meydana gelir. Yag hiicreleri yuvarlak goriintimliidiir ve hiicre igi
hacmen % 95 oraninda yaghh madde ile doludur. Bu hiicreler biiyiidiikce biraraya
gelerek salkim goriiniimiinde yag loblarini olustururlar. Yag hiicreleri ve bunlarin
olusturdugu yag loblar1 bag dokusunun icinde dagilmis durumdadir. Bunlarin
arasinda da damarlar bulunur. Biiyliyen yag hiicreleri ve loblar iplikcikler arasinda
sikisarak yukar1 dogru dikey sekilde ilerlerler (60, 99). Protein iplikleri ayn1 oranda
esneyemedikleri icin deri yiizeyinde girintilerin olusmasina neden olurlar. Ilerleyen
yag loblart ise cikintilart meydana getirirler (30, 48). Yag dokusunda yag
hiicrelerinin genislemesi, doku icindeki damar dolagimina da bir baski olusturur ve
dolasim yavaslar. Sonugta damarlardaki sivi doku icine sizmaya baslar ve 6dem
olusur (Sekil 7).

4 ‘)Dermis ‘ I)FIbFOZ doku Seliilit Gukurlar
5. |Epidermis s — epidermis

kas dokusu

3,)Yag dokusu

2.Kas dokusu

Sekil 7: Deri alt1 yag dokusu sematik gosterimi
Hormonlarin seliilit olusumunu etkiledikleri yoniinde kanitlar mevcuttur.

Ostrojen, lipojenezi (yag iiretiminin artmasi) tetiklemekte ve lipolizi (yag yakimi)
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engellemektedir. Bunun sonucunda adiposit hipertrofi (hiicresi sismesi) meydana
gelmektedir. Bu mekanizma kismen kadinlardaki bu durumun daha fazla goriilmesini

aciklamaktadir (99).

Normal yag dokusu Selilit

Sekil 8: Seliilit sonras1 degisen yag hiicresi sematik gosterimi

2.4.2 Seliilit Tedavisinde Yaklasumlar

Seliilit tedavisinde amag, seliilitin neden oldugu fiziksel goriintiiniin
olabildigince azaltilmasi ve ilerlemesinin engellenmesidir. Tedaviye verilen cevabin
degerlendirilmesinde diyet, fiziksel hareketlilik, kilo kaybi1 gibi seliiliti etkileyen
diger faktorlerde goz oniinde bulundurulmalidir. Erken tedavide ii¢ ana hedef vardir;
ostrojenle ilgili bolgesel yag birikimini Onlemek, siirekli distan basi tedavisi
uygulamak, hipodermal catlak izlerinin olusmasin1 Onlemek igin bag doku

metabolizmasini hizlandirmak ya da degistirmek(60, 74)

Seliilit belirtilerinin azaltilmasinda degisik uygulamalar mevcuttur ( 73, 74).

e Degisik etkin maddelerin ve/veya bitki ekstrelerinin kullanimi(16,21, 28).
(oral veya lokal)
* Lokalize mekanik etki (masaj), 1s1 veya enerji uygulanmasi (51).

e Hareketli yasam ve gida aliminin diizenlenmesi (52)
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2.4.2.1 Topikal Tedavi Yaklasim

Seliilitin topikal tedavisinde kullanilan aktif maddeler lipojenezi azaltmak,
lipolizi aktive etmek ve boylece derinin goriintiisiinii diizeltmek amaciyla kullanilir.
Genellikle krem, losyon ve jel seklinde sunulurlar. Bu amagla kullanilan etkin
maddelerin ve bitkisel ekstrelerin etkili olduklarin1 gosteren bilimsel veriler

bulunmaktadir (73).

Topikal antiseliilit preparatlari, etki mekanizmalarmma gore 4 ana gruba
ayrilmaktadirlar. Bu tedaviler, mikrosirkiilasyon akigini arttiran maddeler icermekte,
lipojenezi azaltmakta ve lipolizi tesvik etmekte, dermis ve deri alti1 dokunun normal
yapisini restore etmekte ve serbest radikal formasyonunu dnlemekte ya da serbest
radikalleri siipiirmektedir. Seliilit tedavisi i¢in mevcut olan cesitli etkin maddelerin
uzun siireli verimlilige iligkin cok fazla bilimsel veri yoktur. Yapilan ¢aligmalarda,

aminofilin ve retinoitler kritik olarak degerlendirilmistir (61).

2.4.2.1.1 Mikrosirkiilasyon Akistmi Arttiran Maddeler

Bu grup, seliilite kars1 topikal tedaviler seklinde mevcut olan ilaglarin cogunu

icermektedir.

Ginkgo biloba, flavanoitler (6rn. kuersetin, kamferol epikatekol tiirevler),
biflavonlar (gingketin) ve terpenler (ginkgolid) gibi maddeleri icermektedir. Bu
maddeler, kan viskozitesini azaltmakta, trombosit aktive edici faktorii engellemekte,
vaskiiler gecirgenligi azaltmakta ve mikrosirkiilasyonu hizlandirarak, vaskiiler duvar

tonusunu gelistirmektedir (51). Onerilen kullanim konsantrasyonu % 1-3 tiir (21, 51).

Pentoksifilin, seliilit tedavisi i¢in transdermal bicimde kullanilabilmektedir.
Eritrosit sekli, trombosit agregasyonu ve plazma fibrinojen konsantrasyonu gibi
hemotolojik faktorler iizerindeki etkileri dolayisiyla mikrosirkiiler perfiizyonu

iyilestirmektedir(52, 21).
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Ruscus aculeatus, giicli bir vendz vazokonstriktordiir. Kilcal damar
mukavemetini arttiran ve lenfatik drenajda gelismeye neden olan vaskiiler
gecirgenligi ve ddemi azaltan flavonoitlere sahiptir (100). Bu bitkinin 6zii, siklikla

%1 ila %3 arasindaki konsantrasyonlarda kullanilmaktadir (16).

Silisyum, hiicre metabolizmasini ve hiicre boliinmesini diizenleme yetenegine
sahip yapisal bir bag doku birlesenidir. Venoz kilcal damar ve lenfatik gecirgenligi

degistirmesi dolayisiyla seliilit i¢in faydali olabilmektedir (28).

Papaya (Carica papaya) ve ananas (Ananas sativus, Ananas comosus),
antiinflamatuar ve antiddem etkilerine sahiptir (28, 89). Topikal formiilasyonlar, %2

ila %5 arasinda degisen konsantrasyonlarda mevcut olmaktadir.

Siyah iiziim ( Vitis vinifera), lipit peroksidasyonunu azaltan antioksidanlar
olan tanenler acisindan oldukg¢a zengindir. Lenfatik ve mikroarteriyel damarlarin
gecirgenligini arttiran procyanidinlere sahiptir. Topikal {irlinlerde, %2 ila %7

arasindaki konsantrasyonlarda esansiyel yag kullanilmaktadir (51).

Enginar (Cynara scolymus), cesitli enzimler, askorbik asit, caffeoylquinic
asit tiirevlerine ve flavonoitlere sahiptir. Sirkiildsyon iizerindeki tetikleyici etki ile

birlikte antivdem ve diiiretik bir etkiye sahiptir (21).

Sarmasik (Hedera helix) ve yer sarmasigt (Glechoma hederacea), sahip
oldugu saponinler, vendz ve de lenfatik drenaji gelistirmekte ve 6demi azaltmaktadir.
Hederin bileseni, aneljezik ve de antiinflamatuar etkiye, vazokonstriktor 6zelliklere

sahiptir. %2-5 oranda kullanilir (21, 42).

Mineral maddeler, (kaolin, talk, smektit, paligorskit) uygulama alaninda
dolasimi hizlandirarak ve antienflamatuvar etki gosterek seliilitin gelisimini

geciktirmektedirler.
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2.4.2.1.2 Lipojenezi Azaltan ve Lipolizi Tesvik Eden Maddeler

Kafein, aminofilin, teofilin ve teobromin gibi metilksantinler, agonistler
seklinde simiflandirilmaktadir ve seliilit tedavisinde belgelendirilmis etkiye sahip
temel kategoriyi teskil etmektedir (36, 69). En yararli ve ve en giivenli metil

metilksantin, %1-%?2’lik konsantrasyonlarda normal olarak kullanilan kafeindir.

Coffea arabica bitkisinin kahve tanelerinden Oziitlenmektedir (92). Kafein,
lipolizi tesvik ederek, fosfodiesteraz1 inhibe ederek ve dolayisiyla dongiisel adenozin
monofosfati arttirarak dogrudan adipoz hiicreler iizerinde etkili olmaktadir.
Trigliserit lipaz enzimini aktive eder ve trigliseritleri serbest asitlere ve gliserole
parcalar. Kafeinin, deri mikrosirkiilasyonu {iizerinde tetikleyici bir etkisi vardir.
Velasco ve ark (120). kafein iceren emiilsiyonun, kontrol grubuna kiyasla yag

hiicrelerinin olusumu iizerinde %17°lik bir azalisa neden oldugunu gostermislerdir.

Aminofilin, seliilitin topikal tedavisinde 6zellikle yag lipolizinde kullanilan

giivenilir bir madde olmasina karsin etkinligi tam olarak kanitlanmamaistir (53).

Izoprotrenol ve adrenalin gibi beta-adrenerjik agonistler ve yohimbin gibi
alfa adrenerjik antagonistler, pireoksan, fentolamin ve dihidroergotamin’in de

lipolize neden olduklar1 bilinmektedir.

2.4.2.1.3 Derive Alt Deri Tabakasinin Normal Yapisint Restore Eden Maddeler
Retinol ve retinoik asit, topikal seliilit tedavilerinde kullanilmaktadir ( 32, 52,

120). Vit A analoglart olan retinoitler, deriyi daha gergin ve esnek bir duruma
getirirler, kan akisin1 uyarirlar, yeni damarlarin olugmasim hizlandirirlar, derideki
hiicre ¢ogalmasini artirarak derinin kalinlagsmasin1 saglarlar. Retinoitler ayrica

dermisteki bag dokusunu da saglamlagtirirlar (64, 71).

Yayimlanan c¢alismalar, alti ayllk ya da daha faz siire boyunca %0.3
miktarinda topikal olarak uygulanan retinoliin seliiliti azalttigin1 gostermektedir (64,
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71), orta derecede seliilite sahip 20 denek ile yaptiklar1 calismada, alt1 ay siiresince
giinde iki defa %0.3 retinol iceren krem uygulamislar ve ultrason taramasi ile yapilan
kalinlik o©lgiimleri sonucunda krem uygulanan bolgede deri kalinhiginda artig

saptamislardir (18).

Gotu kola, bitkisinin ekstresinde bulunan ve daha sonra sentetik olarak da
sentezlenmis baz1 maddelerin (asiyatik asit, madekasik asit ve asiatikozit) derideki
bag dokuyu kuvvetlendirdigi ve damarlanmay1 artirdigi gosterilmistir. Bu nedenle bu
bitkinin standardize edilmis ekstreleri seliilit tedavisi icin kullanilmistir. Ayrica,
ekstrenin bag dokuda damarlanmayi, epidermisin keratinizasyonunu, hyaliironik asit

gibi glikozaminoglikanlarin olusumunu arttirdig1 gosterilmistir (66, 71).

Kozmetik peptitler, deride olusan catlak ve cizgiler dermal yapidaki
proteinlerde goriilen dejeneratif degisiklikler nedeniyle ortaya c¢ikar. Kozmetik
peptidlerin bir kismi, protein sentezini hizlandirirlar, kollajen iiretimini arttirarak
derinin goriintiisiinii diizeltirler. Derinin elastikiyet ve dayanikliligini artirirlar,

nemlendirirler. (48, 52)

2.4.2.1.4 Serbest Radikalleri Siipiiren / Serbest Radikal Olusumunu Engelleyen
Maddeler.

Askorbik asit ve E vitamini gibi vitaminler, deri ve alt deri hiicre zarlarini
serbest radikal toksisitesinden koruyarak antioksidanlar seklinde calismaktadirlar.
Bununla birlikte belli vitaminler de mikrosirkiilayonu gelistirebilmektedir. Siyah
tiziim (Vitis vinifera), antioksidan olan ve lipit peroksidasyonunu azaltan tanenler

acisindan zengindir (52).

2.5 ETKIN MADDELERIN DERIDEN GECiS YOLLARI
Etkin maddelerin deriden gecisi icin ii¢ degisik yol saptanmistir (Sekil 9).

Bunlar:
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2.5.1 Porlardan ya da Bosluklardan Gegig

Kil folikiilii ve ter bezi yoluyla ana bariyeri gecen molekiil i¢in diisiik direncli
kisa bir yan gegittir. Bu yol, su dolu ter kanallarina girebilen, yiliksek derecede suda

¢oOziinebilen ve polar maddeler icin 6nemli bir gegis yoludur (66).

2.5.2 Hiicrelerigi Gegigs (Transseliiler Yol)

Bu yolda gecis korneositlerden olusan bariyer hiicrelerin i¢inden olmaktadir.
Keratin ve keratohiyalin bu hiicreleri hemen hemen gecirmez yapar. Bu yoldan

genellikle polar olmayan maddeler gegebilir (70).

2.5.3 Hiicreleraras: Gegis (Interseliiler Yol)

SC’u transseliiler yolla gegmek i¢in, madde membrandaki protein ve lipitlerle
etkilesir. Eger interseliiller yol baskin ise, madde ile korneositler arasindaki lipit
tabakalarin icinden bile gecebilir. Genel olarak, SC’dan gecis esas olarak gecen
molekiiliin lipit / su partisyon katsayisindan ve molekiil agirligindan tahmin edilebilir

(34, 93).

Transseliler yol Interseliler yol
foliktier yol

tansseluler yol
interse uler yol .

f Lol T T T T T— . i i

V

. = ST R =
e JiIit_______I
L]
‘ Boynuzsu hicreler Lipit matrix

Sekil 9. Deriden ge¢is yollarinin sematik goriiniimii (34)

Degim ve ark.'lan (34), noniyonik yapidaki bilesiklerin insan derisinden in-
vitro perkiitan absorpsiyonlarini incelediklerinde, epidermisin tabakalarindan birinin

eksik olmast durumunda lipofilik bilesiklerin permeasyon hizlarinda artis oldugunu
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ve dermisin sivi bir matriks gibi davrandigim ve ilaglarin lipofilik 6zelliklerinin

artmasina bagl olarak permeabilite katsayilarinin da arttigin1 géstermislerdir (34).

2.6 ILAC TASIYICI PARTIiKULER SiSTEMLER

Mikropartikiiller, ¢aplar1 birka¢ pm’den birka¢ yiiz um’ye kadar degisebilen
ilag tasiyici sistemler olup, polimerik yapilar1 nedeniyle etkin maddenin kontrollii ve
uzatilmis salimim saglarlar. Mikropartikiiller mikrokapsiil veya mikrokiire seklinde
bulunurlar. Mikrokapsiilde ¢ekirdek etkin madde bir polimerik bir ¢eperle cevrilidir.

Mikrokiirede ise etkin madde matriks sistem i¢inde homojen olarak dagitilmistir

(Sekil 10).
Mikrokiire Mikrokapsiil
L . Polimerik kabuk +
Polimerik matriks vagl veya sulu gévde

Polimerik zineir

flag molekiilii ®

Sekil 10: Mikrokiire ve mikrokapsiil morfolojik yapilar1 (47)

Mikropartikiil hazirlamada kullanilan matriks maddeleri olarak, dogal
(albumin, jelatin, kitozan, arap zamki, kollajen vb...) ve sentetik (polihidroksi asitler,
poliglikolik asit, polilaktik asit, polianhidritler vb...) polimerler Ornek olarak
verilebilir. Hazirlanmalarinda kullanilan polimerlerin biyouyumlu olmasi, biyolojik
olarak parcalanabilmesi ve parcalanma iiriinlerinin toksik olmamas1 istenmektedir

(59).

Mikropartikiilleme isleminin amaci sivilart kolay tasinmasini saglamak icin

kat1 hale getirmek, ugucu maddelerin buharlagsma kaybini azaltmak, istenmeyen tat
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ve kokuyu gizlemek, gecimsizligi gidermek, atmosfer kosullarindan korumak,
stabiliteyi arttirmak, etki siiresini uzatmak ve kontrolii salan sistemleri iiretmektir

(85).

Mikropartikiiller doku onarimi alaninda sentetik ve dogal polimerler ile
hazirlanabilmektedirler. Bu alanda tasarlanan mikropartikiillerin formiilasyonunda
PLGA polimeri 6nemli bir yer tutmaktadir (63). Ancak PLGA, FDA tarafindan
onayli olsa da bu polimerin yara bolgesindeki degredasyonu sonucu olusan glikolit
ve laktit monomerlerinin lokal pH degisikliklerine sebep oldugu ve asidik pH’ya

bagh olarak irritasyona sebep olabilecegi belirlenmistir (104).

Hiicreler arasi bosluklar1 dolduran ve hiicreleri birbirine baglayan ECM
bilesenleri ile formiile edilmis mikropartikiiller hiicre olusumunu hizlandirmak ve
yayginlagtirmak amaciyla kullanilmaktadir. Kolajen ile modifiye edilmis HA
mikropartikiillerinden in vitro antibiyotik saliminin incelendigi bir calismada salimin
kontrollii bir sekilde devam ettigi gozlenmistir (67). Yapilan bir diger calismada,
hidrokortizon yiiklii HA mikropartikiillerinden salim karakterinin sifirinc1 dereceden
oldugu belirtilmistir (14, 26). ECM’nin yapisindaki GAG tiirevlerinden HA, CD44
gibi spesifik hiicre reseptorleri tarafindan taninarak, adezyon, hiicre go¢ii ve olusumu
gibi hiicresel fonksiyonlar1 etkileyerek doku onarimim artinr (26,82). HA
bakimindan zengin bir ortam, hiicre hareketliliginin ve ¢ogalmasinin devaminin
saglanmast acisindan gereklidir. (45,75,76,97). Ayrica hiicrelerin etrafinda
olusturdugu ag yapr ile serbest oksijen radikallerinin hiicrelere ulagmasini
engelleyerek doku onarimint hizlandirmaktadir (8, 78). HA’min hidrolitik

degredasyona ugramasi sonucu olusan {iiriinlerin biyouyumlu oldugu belirlenmistir.
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2.6.1 Mikropartikiil Hazirlama Yontemleri

Mikropartikiil hazirlama yontemleri, kullanilan polimerin tiiriine ve secilen
etkin maddenin ¢oziiniirligiine baglh olarak degismektedir. Yontem seciminde goz
Oniinde tutulmas1 gerekenler arasinda mikropartikiiliin kullanilma amaci, partikiil

biiyiikliigii ve etkin maddenin salim 6zellikleri siralanabilir (22,79, 118).

Coziicii buharlastirma/ekstraksiyon yontemi, polimerizasyon yontemi, delik
(orifice) yontemi, faz ayrimi (koaservasyon) yontemi, wurster ve piiskiirterek

kurutma yontemi kullanilan yontemler arasindadir (22, 85, 127).

2.6.1.1 Coziicii Buharlastirma/Ekstraksiyon Yontemi

Polimer, buharlasma sicakligi diisiik olan metilen kloriir gibi, bir ¢oziicii
icinde ¢oziindiiriilir. Hazirlanan bu ¢o6zelti i¢inde etkin madde ya ¢oziindiiriiliir ya da
siispande edilerek icinde emiilgator madde olan, polimeri ¢6zmeyen sulu fazda
emiilsifiye edilerek karnstirirlir. Yag/su tipinde emiilsiyon olustuktan sonra,
mikrodamlaciklarin icerdigi ¢6ziiciiniin buharlagmasi ve kati mikropartikiillerin elde
edilmesi icin karnistirma hizi azaltulir. Bu yontemde, ¢oziiciiniin tipine ve calisma
sicakligina bagl olarak mikropartikiillerin agregasyonu goriilebilmekte ve sulu fazda
etkin maddenin serbest kristallerinin olusmasina bagli olarak yiikleme kapasitesi

diisiik olabilmektedir (118).

Bu yontemle, poli (laktik asit), poli (glikolik asit) ve bunlarin ko-polimerleri

kullanilarak mikropartikiil hazirlanabilmektedir.

2.6.1.2 Polimerizasyon Yontemi

Biri suda biri yagda c¢oziinen iki ayr1 monomerin kullantmiyla damlacik
yiizeyinde polimer olusumu sonucunda mikropartikiil elde edilir. Bu yontemle sulu
coziiciiler, suyla karismayan sivilar ve katilar kapsiillenebilir. Bu yontemde partikiil

ve damlaciklar monomerlerin arayiizeyde polimerizasyonu sonucu olusan film ile
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kaplanir. Hazirlanan mikropartikiillerde, gegirgen olmayan yarigecirgen veya salimi
kontrol edebilen kaplamalar goriilebilir. Bu ydntemin sakincalari, reaksiyona
girmemis monomerlerin toksisitesi, monomerlerin neden oldugu degradasyon,
kaplamanin yiiksek gecirgenligi, mikropartikiillerin kirillganligi, etkin maddenin

kullanilan ¢oziiciilerle reaksiyona girmesi olarak siralanabilir (26, 82).

2.6.1.3 Delik (Orifice) Yontemi

Bu yontemde c¢oziindiiriilen polimer, sertlestirici madde eklenmis olan ortama
eklenir ve film olusur. Polimerin sertlesmesi inorganik iyonlar, aldehitler ve
izosiyanatlar gibi sertlestiricilerle olusmaktadir. Bu yontemde kullanilan polimerler
arasinda aljinatlar, kitozan, jelatin, polivinil alkol sayilabilir. Sertlestirici olarak

kalsiyum kloriir ve tripolifosfat en ¢cok kullanilanlardir (96).

2.6.1.4 Koaservasyon Yontemi

Tuz veya alkol gibi suya ilgisi olan maddelerin eklenmesi ile gerceklestirilir.
Eklenen maddeler, biri kolloit damlaciklar ac¢isindan yogun, digeri ise seyreltik iki
fazin olusumuna neden olur. Bu yontemde ¢ekirdek maddesi polimer ¢ozeltisi iginde
disperse edilir. Koaservasyonu saglayacak kolloid faz, ¢ozeltiye eklenir. Koaservat
damlaciklar, c¢ekirdek partikiiliin yiizeyini sarar ve kaplama olusturacak sekilde
birlesir. Capraz baglayicilar ile kaplama sertlestirilir. Bu yontemde, en ¢ok kullanilan

polimerler arasinda jelatin gosterilebilir (31,118,127).

Waurster ve piiskiirterek kurutma yontemleri mekanik yontemler olarak da

sayilabilir.

2.6.1.5 Wurster Yontemi

Mekanik mikropartikiilleme yontemleri arasinda siralanan patentli bir yontem
olan Wurster yontemi, endiistriyel boyutta mikropartikiil tiretimi i¢in cok kullanilir.

Burada toz haldeki cekirdek madde, akigkanlastirici yatak kullanarak havada
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siispande edilir ve ilizerine kapsiil ¢eperini olusturacak cozelti siispansiyon veya
emiilsyon halindeki kaplama ¢ozeltisi piiskiirtiiliir. Partikiilleri ¢cevreleyen sivi fazda
¢oOziici sicak havanin etkisiyle uzaklagtinlir ve ceperin kurumasiyla kaplama
tamamlanir. Bu yontemde metil seliiloz, etil seliiloz, stearil alkol, seliiloz asetat
ftalat, zamklar, mumlar, regineler ceper maddesi olarak kullanilir. Uretim
kapasitesinin yiiksek olmasi ve her sekildeki partikiiliin enkapsiilasyonuna olanak
saglamasi ve uygun kurutma kosullar1 bu yontemin iistiinliikleri arasinda iken, 75
um’den kiigiik partikiillerin kaplamasinda dispersiyon giicliigii ise sakincalari

arasindadir (80, 82).

2.6.1.6 Piiskiirterek Kurutma Yontemi

Piiskiirterek kurutma yontemi; ¢ozeltilerin, siispansiyonlarin kurutulmasinda
yaygin olarak kullanmlir. Bu yontemde ¢eper maddesinin ¢oziindiiriildigi fazda
cekirdek maddesi dagitilir ya da c¢ekirdek maddesi sicak ceper maddesi iginde
emiilsifiye edilebilir. Emiilsiyonun piiskiirtme ile kurutulmasi sonucu kuru toz
halinde mikropartikiiller elde edilir. Piiskiirterek kurutma mikropartikiil etrafindaki
filmin sertlestirilmesine dayali bir yontemdir ve sertlestirme polimerizasyon veya
kondensasyonla yapilir (35,36). Kullanilan ¢eper maddeleri arasinda arap zamki,
jelatin, etilseliiloz, seliiloz asetat bulunur. Piiskiirterek kurutma yontemi ile ilaclar ve
ozellikle de 1s1ya duyarh ilaglar, kozmetik iiriinler ve gida maddeleri kapsiillenebilir.
Konik veya silindirik bir kurutma kazaninda, iistten asagiya dogru piiskiirtiilen
¢cozelti damlaciklari, ayn1 yonden gelen sicak hava icinde her biri birer kiiresel
partikiil olacak sekilde kurur (Sekil 11). Piiskiirtme nedeni ile kurutulacak maddenin
yiizey alami arttigindan kuruma cok hizli olur. Piiskiirterek kurutma aletinde;
kurutulan madde; kurutucu hava ve ¢oziicii buhan ile birlikte icteki boruya teget

yaparak siklon ayriciya hizla girer. Merkezkag kuvveti ile tozlar, aymricinin ig
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ceperine dogru hizla savruur ve buradan akarak toplanma kabinda birikir. Kurutma

kesintisizdir (24,25,62) (Sekil 11).

Igne \ Peristaltik
Sistemi Pompa
[ NI |-
®A
98
BCD _——Aspiratér
/ ==E Cikig!
Piskdrmenin EEF
Oldugu ana Siklon
= 1 =
— Toplama
[ —Kabi
A-Hava Akis Hizi Kontrol Diigmesi B- Pompa Hizi Ayarlama Digmesi  C- Aspirator seviyesi ayarlama diigmesi
D- Sicakhk Ayar Dugmesi E- Giris Sicakhgi Gostergesi F- Cikis Sicakligi Gostergesi

Sekil 11: Piiskiirterek kurutma cihazi ve sematik gosterimi

Piiskiirterek kurutma yontemi, mikrokiire ve mikropartikiillerin elde
edilmelerinde, aseptik kosullarda enjeksiyonluk tozlarin iiretiminde, tablet
formiilasyonlarinda kullanilan dogrudan basim ajanlarinin iiretiminde; faz ayrigsmasi
yontemi ile elde edilen mikropartikiillerin kurutulmasinda, su ve organik ¢oziiciilerle
hazirlanmis bitkisel ekstrelerin kurutulmasinda kullanilir. Piiskiirterek kurutma

sonucu olugan tozlar kiiresel oldugundan akicidirlar; kiime dansiteleeri yiiksektir (24)

2.7 JELLER

Jel olusturan bir madde ve yiiksek oranda ¢oziicii iceren, seffaf yada opak
goriiniisli yar1 kati preparatlardir. USP’de jeller, organik biiyiik molekiillerin sivi
fazda tamamen ¢Oziindiigii veya inorganik kiiciik molekiillerin suspande halde
bulundugu yar1 kati preparatlar tanimlanirken, BP’de homojen, deriye veya bazi

mukoz membranlara uygulanan preparatlar olarak tanimlanmaktadirlar (85).
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Jeller genellikle tek veya iki fazli sistemler olarak siiflandirilirlar. Tek fazli
sistemler, sivi fazda tamamen ¢Oziinmiis organik molekiiller ile hazirlanan
sistemlerdir. Sentetik makromolekiiller (karbomerler gibi) veya dogal zamklar (kitre
zamki gibi) iceren jeller tek fazli sistemlerdir. Bu sistemlerde organik molekiiller
¢oziicli i¢inde diizensiz esnek zincirler seklinde bulunurlar. Uygulama, kullanim ve
temizleme kolayligindan dolay1, ila¢ ve kozmetiklerde cok kullanilirlar. iki fazli
sistemler ise, inorganik kiiciik molekiillerin siv1 faz iginde ii¢ boyutlu dayaniksiz bir
ag yapist olusturdugu sistemlerdir. inorganik molekiiller ¢oziinmedikleri igin sivi

icinde dagilmis halde bulunurlar (96,127).

Jellerin hazirlanmasinda cok cesitli polimerler kullanilmaktadir. ilag ve
kozmetik endiistrisinde kullanilan jel yapict maddelerin asagidaki 6zelliklere sahip

olmasi istenir (85,96).
e Inert ve saf olmalidir.

¢ Formiilasyonda yer alan etkin madde ve yardimc1 maddelerle ge¢imli

olmalidir.
¢ Diisiik konsantrasyonda kullanilmalidir.
¢ Ekonomik a¢idan uygun ve kolay temin edilebilir olmalidir.

e Kaullanilis1 ve depolama esnasinda sicaklik ile reolojik 6zellikleri fazla

degismemelidir.
e Kozmetik ve estetik agcidan kabul edilebilir olmalidir.

Jel formiilasyonunda, kat1 bilesen olan jel yapici madde, siv1 siirekli fazin
hareketini engelleyerek birbiri ile baglantili molekiiller ile kiimelesmis yapilarin ii¢

boyutlu ag yapisini olusturur. Jel, sivi bilesenin yapisina baglh olarak hidrojel ya da
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organojel olarak adlandirilir. Hidrojellerde sivi bilesen olarak su organojelerde ise

s1v1 bilesen olarak organik ¢oziicii bulunmaktadir (127).

2.7.1 Organojeller

Organojeller, organik coziicii ile jel yapici maddeden olusmus yari kati
sistemlerdir (31,79). Organojeller, diisiik konsantrasyonlarda, jel yapict madde
molekiillerinin kendiliginden birlesmesiyle olusmakta ve bir araya gelen molekiiller
birbirine dolasan genellikle uzun lifler halinde siiper yapilar meydana
getirmektedirler. Bu sekilde, siv1 bilyiik olciide hareketsiz hale gelmekte ve degisken

kivamda bir jel olugsmaktadir (86,117).

Siv1 yapilarina ragmen katilarin disg goriiniimlerini ve reolojik ozelliklerini
gosterirler. Bu sistemler kolloidal yapiya sahiptirler (65,124). Hem hidrofilik hem de

lipofilik ilaglarin hapsedilmesinde kullanilabilirler.

Etkin madde iceren organojeller etkin maddelerin sadece lokal etki
gostermesini  saglamayip ayrica, penetrasyon artiricilarin  varhiginda lipofilik
ozellikleri ve ortiicii etkileri etkin hale getirildigi zaman transderrmal absorpsiyon

yoluyla sistemik etki de gdstermelerini saglayabilirler (105, 124).

Lesitin, sorbitan monostearat, ve polisorbatlar gibi iyonik olmayan yiizey
etkin maddeler ters miseller seklinde birlesme egilimindedirler. Organik c¢oziicii
icindeki bu ylizey etkin maddeler, su eklenmesi ile jel olusturmak tizere birleserek,
yeniden yapilanmaya girerler. Yeni jel yapict maddelerin sentezlenmesi ile,

organojellerin cesitli alanlardaki uygulanabilirligini arastirilmistir (7).

2.7.1.1 Organojellerin Olusum Mekanizmasi

Organojeller, jel yapict madde ve ¢oziicii karisiminin 1sitilmasi ve daha sonra

karisimin sogutulmasi ile hazirlanmaktadir. Isitma jel yapici maddenin sivi faz iginde
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¢Oziinmesine yol acar, soguma ile s1v1 faz i¢indeki jel yapic1i maddenin ¢oziiniirligi
azalir ve bunun sonucunda jel yapici madde molekiilleri ¢ozeltiden disar1 cikar.
Agregatlarin birbirine dolagsmasi sonucunda, bunlar arasindaki birlesmeler sivi fazin
hareket etmesini engelleyen iic boyutlu bir ag yapisinin olusmasina yol acar. Bu ii¢
boyutlu ag yapisi, jel iskeleti olarak gorev yaparak jele dayaniklilik ve esneklik

kazandirir (65).

Organojeller ayrica 1sitma ve sogutma yontemi kullanilmadan jel yapict
madde ile c¢oziicii karisimina {igiincii bir bilesenin eklenmesiyle hazirlanmaktadir.
Lesitin organojelleri hazirlanirken lesitinin organik ¢oziiciide ¢oziinmesinden sonra
¢cozeltiye su eklenmesi iic boyutlu ag yapisini olusturarak organojel olugmasini

saglamaktadir (74).

Organojeller genellikle topikal ve transdermal tasiyict sistemler olarak
incelenmiglerdir. Farkli etkin maddeler igeren lesitin organojelleri hem topikal hem

de transdermal tasiyici sistemler olarak literatiirlerde incelenmislerdir (91,,106,124).

2.7.1.2 Lesitin Organojelleri

Lesitin organojellerinin (LO) ilk tanimi Scartazzini ve Luisi tarafinda 1988
yilinda yapilmistir (103). Arastirmacilar, soya lesitininin, ters misel olusturmasi igin
uygun sartlar1 arastirmiglardir. Yapilan deneyler sonucunda. saf soya lesitininin
cesitli organik coziiciilerdeki cozeltilerine ¢ok az miktarda su eklenmesinin
viskozitede beklenmeyen bir artisa sebep oldugunu bulmuslardir. Bu sonug
baslangicta viskoz olmayan cozeltinin jele veya jel benzeri yapiya doniismesine
sebep olmustur. Bunun sonucunda, jel olusumu i¢in gerekli su miktarinin kritik 6nem

tasidigini belirtmislerdir (112).
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Lesitin organojelleri, lesitin, organik ¢oziicii ve polar ¢oziicli igeren
termodinamik olarak stabil, berrak, biyouyumlu, izotropik ve 1siyla doniisebilir

ozellik gosteren jellerdir (111,114).

Lesitin organojel matriksi; organik ¢oziicii, polar ¢oziicii ve jel yapict madde
olarak lesitinden olugsmaktadir. Lesitin, yag ve su konsantrasyonlari1 organojel sistem
dahilinde oldukg¢a kritik konumdadir. Baslangicta yag mikro emiilsiyonundaki su,
optik seffarlik ve diisiik viskozite ile karakterize edilen diisiik su konsantrasyonu ile
olusturulan lesitin miselleri ile stabilize edilmistir. Su miktar1 arttig1 icin, mikro
emiilsiyon vizkoz jele doniigmiistiir. Bu yiizden organojel sistemi mikro emiilsiyon
tabanl jel olarak da anilmaktadir. Asir1 su miktarimin sistemi bulanik hale getirdigi
goriilmiistiir bu yiizden su konsantrasyonu, berrak organojel iiretiminde ¢ok 6nemli

bir rol oynamaktadir (19).

2.7.1.2.1 Lesitin

Lesitin fosfolipitler sinifinda yer almaktadir ve dogal olarak yumurta lesitini
ve soya lesitini olmak iizere iki ¢esidi bulunmaktadir (109). Lesitin, gliserin, iki yag
asiti, bir fosfat grubu ve kolinden olusan bir fosfolipit olan fosfatidilkolindir (Sekil

12).

Sekil 12: Lesitin kimyasal yapis1 (1-Oleoyl-2-almitoyl-phosphatidylcholine)
Lesitin, fiziksel yapisi itibariyle, serbest yag asidi icerigine bagli olarak

viskoz yarikatidan toz forma kadar biiyiikk Olgiide cesitlilik gostermektedir.
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Beyazlatilmis ya da beyazlatilmamis olmasina bagli olarak renk agisindan da
kahverengiden agik sariya kadar degisiklik gostermektedir. Organik solvent dahilinde
istenilen jellesme, lesitinin %95’den fazla fosfadilkolin icermesi durumunda

meydana gelir (12, 110,126).

Fosfolipitler olarak adlandirilan biyolojik olarak gerekli olan bir madde
sinifinda yer alan lesitin, biyolojik membranlarin lipit matriksini olusturmakta ve
hiicresel metabolizmada anahtar rol oynamaktadir. Toksik Ozellik gdstermemesi,
membran lipitlerinin bileseni olmasi nedeniyle farmasétik formiilasyonlarda yiizey
etkin madde olarak kullanilmaktadir (109). Lesitin amfifilik yapida olup, yapisindaki
iki uzun karbon zinciri ile hidrofobik ve polar 6zellikteki bas gruplar1 nedeniyle de

hidrofilik 6zelliktedir (110).

Biyogecimli bir yiizey etkin madde olarak lesitin, emiilsiyon yapici, viskozite
arttirici, stabilizor, ¢Oziicii ve penetrasyon arttirici olarak ilag, kozmetik ve gida

endiistrilerinde ¢ok cesitli rollere sahip olmaktadir (110)

Lesitin organojellerin topikal ilag tasiyici sistemler olarak uygulanmalar
sonucunda c¢esitli etkin maddelerin deriden gecisini onemli derecede artirdiklar
gosterilmistir (105,107). Literatiirde etkin maddenin deriden ge¢is hizina etki eden
penetrasyon artirici 6zellikleri incelendigi gibi ayn1 zamanda uygulama bolgesinde
irritasyon yapip yapmadiklari da incelenmistir. Williman ve dig. (124) hazirladiklar
skopolamin veya broksaterol iceren lesitin organojellerini transdermal tasiyici
sistemler olarak tasarlamislar ve insan derisinden gecis Ozelliklerini incelemislerdir.
Skopolaminin deriden gec¢is hizimin lesitin organojellerinden, sulu skopolamin
cozeltisiyle karsilagtirlldiginda yaklasik 10 kat daha yiiksek oldugu bulunmustur.
[lacin deriden gegis hizinin artmasimnin lesitinin penetrasyon arttiric1 6zelligiyle ilgili
oldugu belirtilmistir. Lesitinin stratum korneumun lipit tabakalar1 ile etkilesime
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girerek stratum korneumun yapisini bozdugu bdylece ilacin deriden geg¢isini artirdigt

diistiniilmiistiir.

Lesitin organojellerinin avantaj ve dezavantajlar (19)

10.

Lesitin organojellerine hem hidrofilik hem de lipofilik yapidaki etkin

maddeler yiiklenebilmektedir.

Dis faz su icermedigi icin mikroorganizma kontaminasyonuna karsi

dayanikhdirlar.

Optik olarak seffaf olduklar1 icin, partikiillii sistemin varlig1 kolaylikla

goriilebilmektedir.

Lesitin biyouyumlu ve hiicre zarlarina ait bir bilesen oldugu igin, deri
uyumluluk ¢aligmalarindan elde edilen sonuglarda, lesitin organojel topikal

kullanimin giivenli oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Lesitin organojelleri 1siya dayaniklidir. Organojel sistemin sicakligi arttig
zaman, lesitin molekiilleri, organojel yap1 kaybim1 minimize ederek kinetik
enerjiyi absorbe etmektedir. Diisiik sicakliklarda lesitin molekiilleri

yeniden kurulmaktadir.
Viskoelastik yapilar1 nedeniyle topikal uygulamaya elverislidirler.

Bilesimindeki su, deriyi hidratlagtirarak derinin biyoaktif durumunu

koruyabilmektedir.

Polar olmayan birlesenler icerdikleri icin, uzun siireli kullanim i¢in deriye
uygulandiginda bazi alerjik ve imiinolojik reaksiyonlara neden

olabilmektedir.

Deriye uygulandiktan sonra, herhangi bir kalint1 olmaksizin hizlica abzorbe

edilmektedir.

Deri bariyeri karsisinda ilag verme konusunda {istiin bir ara¢ olarak genis
Olciide kabul edilmektedir. Etkin madde yiiklii lesitin organojelleri ile deri
bariyeri asilarak yiiksek konsantrasyon saglanmasi nedeniyle, yiiksek lokal

etki saglanabilmektedir (114).
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Lesitin organojel calismalari, bircok etkin maddenin dermal yolla
uygulanmasina iliskin etkin bir sistem olarak potansiyelini ortaya ¢ikarmistir.
Yapilan calismalarda lesitin, ultraviyole 1s1m ile indiiklenen deri yaglanmasina karsi
koruma sagladigi icin A ve C vitaminleri ile kombine formiilasyonlar1 hazirlanmais,
ayrica hormonlar, NSAIDS, peptitler, amino asitler, lokal anestezikler ve antifungal
madde iceren jellerin topikal olarak etkili olduklar1 bulunmustur. Hisyolojik
calismalar sonucunda deri iizerinde irritan etki gostermedigi bulunmustur. Hem
hidrofilik, hem lifofilik etkin maddelerin tasinmasinda etkili formiilasyonlar
olmuslardir.  Hidrasyon mekanizmasinin  yani sira membran  yaglarini
akigkanlastirarak cilt kanaliyla etkin permeasyon saglamaktadir (105, 107). Shaikh
ve arkadaglar1 (105) hidrojeller ile kiyaslandiginda aseklofenak igeren LO’nin daha
etkin ve daha giivenli oldugu yoniinde bulgular elde etmistir. Fuji ve arkadaslar (43)
LO ile indometasin permeasyonun daha biiyiik oldugunu ortaya koyarak sican derisi
tizerinde deneyler gerceklestirmislerdir. Zia ve arkadaglart (128) siirfaktan olarak
soye lesitin ve yag olarak izopropil miristat kullanarak ketorolak trometamin’in
topikal uygulamasi icin lesitin ile kararli hale getirilmis mikroemiilsiyon bazl
organojeller gelistirmislerdir. LO’nun daha yiiksek oranda ketorolak trometamin
konsantrasyonu ¢oziindiirdiigii ve LO’dan salim oraninin kobay faresi derisi lizerinde

artmis oldugu gbzlemlenmistir.

2.8 KAFEIN

2.8.1 Tarmim

Kafein dogal yapili bir ksantin tiirevidir. Santral sinir sitemi uyaricist veya
hafif ditiretik olarak kullanilir. Diger ksantin tiirevleri bronkodilator etkili teofilin ile
kakao ve cikolatada bulunan teobromin'dir. Kafein bircok mesrubatin bilesimine

girer. (46)
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FDA (Food and Drug Administration), kafeini ¢cok amacl bir besin maddesi
olarak Genellikle Giivenli Olarak Kabul Edilen Maddeler (GRAS) listesinde
bulundurmaktadir. Kafeinin recetesiz olarak satilan stimiilan ilag tiriinleri icinde aktif

bilesen olarak kullanilmasi onaylanmistir (36).

Etkin madde olarak kafein, klinikte prematiirite apnesi goriilen
yenidoganlarda oral ve parenteral yoldan solunum stimiilani olarak kullanilir. Kafein
verildikten sonraki 24 saat i¢inde apne episodlarinin frekansini %30-50 oraninda
azaltir. Kafein bu endikasyonda giinde bir kez verilebilme kolayligi, oral
absorbsiyonunun giivenilirli§i ve terapotik penceresinin genis olmasiyla teofilin'e
tercih edilir. Kafein migren veya basagrisina karsi kullanilmak iizere ¢ogu zaman
analjeziklerle veya ergot alkaloidleri ile kombine edilir. Ayrica sersemlik haline karsi

da yararlanilan bir ilagtir. (120)

Kafein, gosterdigi yiiksek biyolojik aktivite ve cilt bariyerlerinden kolay
penetrasyon yetenegi sayesinde kozmetik preparatlarda giderek artan oranda
kullanimaktadir. Cildin kurumasini engeller ve yumusaklik verir. Boylelikle kuru ve
yipranmig cildin goriinimiinii diizeltir. Anti-seliilit iiriinlerinin bilesiminde etkin
madde olarak kullanmilir. Piyasada bulunan topikal formiilasyonlar1 genellikle % 3
kafein igerir. Kafein, hiicrelerde yag molekiillerinin asirt birikimi engeller ve
yaglarin yikimu (lipoliz) sirasinda fosfodiesteraz enziminin aktivitesini inhibe ederek
yag yikimini uyarir. Ayrica kafeinin, giiclii bir antioksidan o6zelligi vardir. UV
1sinlarina karsi hiicreyi korur ve cildin fotoyaslanma siirecini yavaglatir. Ayrica,
topikal uygulanan kafein, cildin kapiller kan akim hizinm arttirarak etki gosterir. Tiim
bunlarin yanisira, S5-a-rediiktaz aktivitesi inhibisyonu yoluyla sa¢ biiylimesini uyarir.

(18,36,120)
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2.8.2 Fiziksel Ozellikleri
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Sekil 13: Kafein kimyasal formiilii (3,7-dihydro-1,3,7-trimethyl-1H-purine-2,6-dione)
Kafein ¢ogunlukla birbirine yapismis beyaz kristaller veya beyaz kristalize
toz halinde bulunur. Ingiliz Farmakopesi (BP)'ye gore c¢oziiniirliigi: Suda az
¢Oziiniir; kaynar su ve kloroformda serbestce ¢oziiniir; susuz alkol ve eterde hafifce
¢cOziiniir. Alkali benzoatlar veya salisilatlarin konsantre ¢ozeltilerinde c¢oziiniir.
Amerikan Farmakopesi (USP)'ye gore ¢oziiniirligii: Su ve alkolde az ¢oziiniir;
kloroformda serbestce ¢oziiniir; eterde hafifce ¢oziiniir. Sudaki ¢ozeltileri turnusol'e

kars1 notraldir.

2.8.3 Saklama Kosullar:

Kafein 15-30°C arasindaki kontrollii oda sicakliginda ve sikica kapali

kaplarda saklanmalidir. Nemden korunmalidir.

2.8.4 Piyasa Preparatlar:

ORAL Ergafein draje I.E. Ulagay
ENJEKTABL Kafesit i.v. enjeksiyon Berko
Gripin kapsiil-kase Gripin
Cafergot tablet Novartis
Geralgine tablet Miinir Sahin
Minoset plus Bayer
Panadol film tablet GlaxoSmith Kline
Thomapyrin tablet Boehringer Ingelheim
Youplus energy tablet Aktivita
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Zdrovit Multivitamin Mineral
Ginseng Tablet

Provitz

TOPIKAL

Active Massage Minceur
Activating Body Scrub
Advanced Firming Eye
Concentrate

Aga Forte Sa¢ Soliisyonu
Alpecin Likit & Sampuan serisi
Anti-Cellulite Cream

Anti Cellulite Gel

Anti-Fatique Cooling Effect
Stick

Anti Couperose Effect Cream
Anti Seliilit Losyon ve Serum
Anti Wrinkle Concentrate

Aqua Destock

Bioselect Seliilit Onleyici Krem
Collagen Filler Eye

Concentre Lipo-Reducteur
Defence Body Anticellulite
Lotion

Dermoskin Biotin Shampoo
Destock Celludestock

Divine Lifting Cream

Essential C Eye Cream Spf15
Eye Gel

Eyes Total Anti Wrinkle Daily
Renovating Care

Fat Reduction Patches

Firm and Tone Serum
Hydrophase Intense Yeux
Intensive Reinforcing Serum
Liftactiv Pro-Fibre Anti Wrinkle
and Firming Care

Lighteing Eye Contour Cream
Lipolene

Liposyne Body Contouring
Allulite Treatment

Massage Oil for Cellulite
Mesojection Healthy Cell Serum
Myokine Corrective nti-Wrinkle
Care Periocular Zone

Novacure Sag Spreyi
Nuxuriance Anti-Aging Re-
Densifying Night Cream
Oil-Control Mattifier spf15
Plantur 39 Sampuan ve Tonik
Plasenta 6zlii Seliilit Olusumunu
Onleyici Krem

Post shave Balm

Pierre-Fabre
Murad
DDF

Assos Pharma
Assos Pharma
Babe
Kraeuterhof
Vichy

M.Asam
Cosmed
M.Asam
Vichy
Bioselect
L’Oreal
Pierre-Fabre
Bionike

Matilek
Vichy
Darphin
Murad
Avon
Vichy

Babe

Murad

La Roche-Posay
L’Oreal

Vichy

Skincode
Skin Doctors
Vichy

Frei
DDF
Vichy

Zed Tlag
Nuxe

Murad

Assos Pharma
Evinal & Cosmedic
Laboratory
Dermalogica
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Profile Anti-Cellulite Treatment
Original

Response Cream

Reve de Miel Cream Visage
Ultra Recomfortable

Sensibio eye Contour Gel
Serum Minceur Cellulite
Incrustee

Thermafirm face Lifting Cream

Janson Beckett

Darphen
Nuxe

Bioderma
Nuxe

Avon
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BOLUM 11

3 GEREC ve YONTEM

3.1 Kullamlan Maddeler ve Arac¢-Gerecler

3.1.1 Kullanilan Maddeler
Kafein

Hyaliironik asit sodyum tuzu (%95)
Lesitin (Lipoid S100)

Sodyum hidroksit

Potasyum dihidrojenfosfat

Etil alkol

Metil alkol

Asetonitril

Fosforik asit (%85-88)

Sabouraud Dekstroz Agar besiyeri
PrimaPure HDF (Adult) Complete Sistem
Fibroblast Gelisme Ortam1

HEPES tuzlu fosfat tamponu

3.1.2 Kullanilan Arag-Gerecler
Piiskiirterek kurutma cihazi/Buchi B-290

Partikiil biiyiikligii 6l¢tim cihazi /Mastersizer

UV spektofotometre

Ultra Performansh Sivi Kromatografisi (UPSK)

Boehringer Ingelheim (Germany)

Acros Organics (ABD)
Lipoid AG (Almanya)
Merck (Almanya)
Merck (Almanya)
Merck (Almanya)
Merck (Almanya)
Sigma Aldrich (ABD)
Sigma Aldrich (ABD)
Merck (Almanya)
Gentalis

Gentalis

Gentalis

Malvern Hydro EV 3000

UV-1208 Shimadzu

Thermo Accela UPLC-DAD



FT-IR

Diferansiyel Taramali Kalorimetre

Perkin Elmer Spectrum 100

Perkin Elmer DSC-8000

Reometre Haake Mars
Texture Profile Analizer TA-XT-Plus
Stabilite kabini Niive TK 252

UV kabin UVP-CL 1000
pH metre InoLab

Hassas terazi Sartorius TE 214S
Santrifiij Niive NF800

Su banyosu WiseBath
Manyetik karistirici Heidolph
Ultrasantrifiij Optima L.100 Beckman Coulter XP
Derin dondurucu NuAire

4 YONTEM ve PRATIK CALISMALAR

4.1 Etkin Madde ve Polimerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin

Incelenmesi

4.1.1 Infrared (IR) Spektrumu

Kafein’in FT-IR spektrometresinde 400-4000 cm™ dalga sayilari arasinda IR

spektrumlar ¢ekildi.

4.1.2 Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DTK) ile Termal Analiz

Kafein, aliminyum 6rnek kabinda yaklasik 10 mg kadar tartildi, kapak basing
yardimiyla kapatildi. Referans olarak aliiminyum bos plaklar kullanilarak, 10°C/dk
sicaklik artig1, 50 mL/dk azot akis hizi ve 20-300°C sicaklik aralifinda termal analiz

islemleri gerceklestirildi.
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4.1.3 Etkin Maddenin Coziiniirliik Calismalar
Calismamizda difiizyon ortami olarak tuzlu fosfat tamponu (PBS) (pH:7.4)

kullanilmasi planlandigi i¢in, kafeinin bu ortamdaki ¢oziiniirliik calismasi yapildi.
Saf etkin maddenin ¢6ziiniirliigii difiizyon ortaminda incelendi. Bu amagla kapakl
bir erlen icinde bulunan ¢oziinme ortamina ¢oziinebileceginden fazla miktarda etkin
madde konularak 37°C de bir manyetik karistirici ile 24 saat karistirilarak bekletildi.
Siv1 fazdan 0.45 pm’lik filtre ile siiziilerek alinan numunelerde etkin madde miktar1
tayin edildi. Denge olusumunda Olgiillen deger kullanmilarak etken maddenin

¢Oziiniirligi hesaplandi (23).

4.1.4 Etkin Maddenin Lipit/Su Partisyon Katsayisimin Hesaplanmasi

Etkin madenin lipit-su partisyon katsayilari (log P) tayin etmek i¢in yag fazi
olarak oktanol, su faz1 olarak da pH 7.4 PBS kullanildi. Dagilim katsayisimi tayin
amaci ile kafeinin pH 7.4 fosfat tamponu i¢inde 0.1M konsantrasyonda stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan bu stoktan belirli hacimde 6rnek alinarak, baslangicta sulu
fazda bulunan etkin madde miktarlar1 UV spektrofotometrede kalibrasyon egrisi
kullanilarak hesaplandi. Daha sonra, bu stok ¢ozeltisinden 10’ar ml alinarak 10 ml n-
oktanol ile birlikte agzi kapakli erlenlere konuldu. Iginde n-oktanol ve stok
¢ozeltisinin bulundugu bu kapakli erlenler 37£0.5°C’lik su banyosunda manyetik
karistirict (50 devir/dk) ile etkin maddenin yag fazina gecisi tamamlanincaya kadar,
yani sulu fazda ila¢ konsantrasyonu sabit kalincaya kadar karistirildi. Bir saatin
sonunda karisim 15 dakika santrifiij edilerek iki faz ayrildi. Sulu fazlarin
absorbanslar Ol¢iilerek standart egri yardimui ile hesaplandi. log P asagidaki esitlik

yardimiyla hesaplandi.

Log P = Log [(Mb-Ms)/Ms]

Mb= Baslangigtaki kafein miktari
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Ms= Partisyondan sonraki kafein miktar

Ayrica kor deney de yapilarak, n-oktanol’iin etkin maddenin maksimum

absorbsiyon gosterdigi dalga boyunda absorbsiyon vermedigi saptandi.

4.2 Etkin Madde Miktar Tayini Calismalari

4.2.1 UV Spektrum Calismalar

5 mg kafein, 10 mL pH=7.4 fosfat tamponunda coziindiiriildiikten sonra,
maksimum absorbansi, pH 7.4 fosfat tamponuna kars1 1 cm’lik kuvartz kiivetlerde,
Shimadzu 160 A spektrofotometre kullanilarak, dalga boyu taramasi yapilarak

saptandi.

4.2.2 UPSK (Ultra Performansh Swvi Kromatografisi) Calismalar
Mobil faz olarak asetonitril: pH:2.5 fosforik asit (v/v, 25:75) karisgimi

kullanildi. Ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra sisteme verildi. Yontemin

giivenirliginin belirlenmesi i¢in validasyon calismalari yapildi.

4.3 Analitik Yontem Validasyonu

Validasyon, etken maddenin miktar tayini i¢in yontemin, dogru ve kesin bir
sekilde siirekli olarak bekleneni gergeklestirdiginin kanitlanmasi i¢in yapilmasi
gereken biitiin islemleri kapsar. Boylece analizi yapilacak maddenin miktar tayininde

kullanilan yontemin giivenilirligi kanitlanmis olur.

Calismamizda hem UV spektrum hem de UPSK yontemleri icin validasyon
calismalar yapilmis ve asagidaki parametreler belirlenmistir:

e Dogrusallik (Linearity)

e Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik (Accuracy and Recovery)

e Kesinlik (Precision)

v" Tekrar edilebilirlik (repeatability)
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v' Tekrar elde edilebilirlik (reproducibility)
o Ozgiinliik, Secicilik (Specificity)
e Teshis ve Tayin sinirlar1 (LOD ve LOQ)

e Dayaniklilik, Stabilite (Stability)

4.3.1 Dogrusallik

Ornekteki maddenin belli smirlar icindeki derisimi ile elde edilen yamitin
orantili oldugunun gostergesidir. Maddeye 6zgii diisiik ve yiiksek derisim araliklarini

kapsayan yontemdir.

Kafeinin, pH=7.4 fosfat tamponundaki kalibrasyon dogrusu ana stok
¢ozeltisinden (50 mg/100 mL) uygun seyreltmeler yapilarak (1, 2.5, 5, 10, 25, 50
pg/mL) cizildi. UV absorbanslar daha once belirlenen An.x dalga boyunda okundu ve

kalibrasyon dogru denklemi elde edildi.

UPSK yonteminde ise, standart egrinin ¢izimi i¢in 1mg kafein 1 mL methanol
icinde ¢oziindiiriilmiis ve stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden 8, 12, 16, 20, 24
ve 28 pug/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde seyreltmeler yapilarak 6 paralel
konsantrasyonda c¢ozelti elde edildi. Her konsantrasyon ve bu konsantrasyona
karsilik gelen egri alti alan degerleri yardimiyla standart dogrunun denklemi ve

determinasyon katsayisi bulundu.

4.3.2 Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik

Saptanan degerin gercek degere yakinlhigidir. Miktar tayini yoOnteminin
dogrulugunu gosterir. Geri elde ile hesaplanir ve yontemin dogrulugu geri alma

yiizdesine baghdir.
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Bu amagla, UV spektrum yontemi i¢in ana stoktan hazirlanan 3 seri ¢ozelti (2.5, 5 ve

10 pg/ml) ile caligildi.

UPSK yontemi i¢in, kafeinin methanol igerisinde stok ¢ozeltisinden 3 farkhi
konsantrasyonda (8, 16 ve 24 ug/ml) 3 seri c¢ozelti hazirlanir ve egri alti alanlar
belirlenen Amax degerlerinde okunur. Okunan egri alti alan degerleri kalibrasyon
denkleminde yerine konarak elde edilen konsantrasyonlardan % geri elde degerleri
asagidaki esitlik yardimiyla bulunur:

C, .
%Geri Elde =—2""% 100

Teorik

C pratik: Etkin  maddelerin  kalibrasyon  denkleminden elde edilen
konsantrasyon degerleri
C Teorike 8, 16 ve 24 pg/ml

4.3.3 Kesinlik
Kesinlik, bir yontemin tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik

derecelerinin de bir Olciisiidiir. Analitik yontemin kesinligi icin istatistiksel agidan
yeterli degerlendirmenin yapilacagi sayida aymi konsantrasyondaki Ornek ardarda
Olciilerek aritmetik ortalama (ORT), standart sapma (SS) ve varyasyon katsayisi

(VK) hesaplanarak degerlendirildi.

Ayn1 konsantrasyondaki standart ¢ozelti UV spektrum (10 pg/ml) ve UPSK

(8 ug/ml) yontemleri ile ardarda 6 defa olgiilerek hesaplar yapildi.

4.3.3.1 Tekrar Edilebilirlik

Kalibrasyon dogru denklemi olusturmak icin hazirlanan stok ¢ozeltiden bir
konsantrasyon secildi ve bu konsantrasyondaki ¢ozeltinin egri alt1 degeri belirtilen
yontemler ile ard arda 6 defa Olciildii. Egri alti alan degerlerine karsilik gelen
konsantrasyonlarin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon katsayisi hesaplandi.
Varyasyon katsayisinin %2’den kiiciik olmasi yontemin tekrar edilebilirligini

gostermektedir.
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4.3.3.2 Tekrar Elde Edilebilirlik
Tekrar elde edilebilirlik icin, aym stoktan hareket edilerek seyreltmeyle

hazirlanan 6 adet ayn1 konsantrasyondaki ¢ozeltinin konsantrasyon ve egri alti alan
degerleri 2 farkh analist tarafindan 6l¢iildii ve bunlara karsilik gelen konsantrasyon
degerlerinin ORT, SS, VK hesaplandi. Bulunan varyasyon katsayisinin %?2’den

kii¢iik olmas1 yontemin tekrar elde edilebilirligini gostermektedir.

4.3.4 Ozgiinliik, Secicilik

Salim ve permeasyon caligmalari sonucunda elde edilen alan degerlerinin
etkin maddeye ait oldugunu kanitlamak i¢in bos formiilasyonlar ile alanlarin ¢akisip
cakismadig1 kontrol edildi. Etkin maddenin kullanildig: formiilasyonlara giren etkin
madde digindaki bilesenlerin PBS karisiminda 200-400 nm dalga boylar arasi

taranarak UV ve UPSK spektrumlari alindi.

4.3.5 Teshis ve Tayin Stnirlart (LOD ve LOQ)

Teshis smirt (limit of detection: LOD) analizi yapilan maddenin kabul
edilebilir dogruluk ve tekrarlanabilirlikle tayin edilebilecegi en diisiik

konsantrasyondur. Signal/noise oran1 genellikle 3:1 oraninda kullanilmaktadir.

Tayin st (limit of quantitation: LOQ) analizi yapilan maddenin

saptanabilecegi en diisiik konsantrasyondur.

Bu sinirlar diisiitk konsantrasyona sahip bir seri drnegin (6 paralel) analiz
edilmesiyle belirlenmistir. Kalibrasyon esitliginde en diisiik degere karsi gelen
alanlarin standart sapma degerleri hesaplanmistir ve bu degerlerin ortalamasi, secgilen
kalibrasyon egrisinin egimine boliinmiistiir. Bu deger 3.3 ile ¢arpilarak saptama sinirt

ve 10 ile carpilarak tayin sinir1 belirlenmistir.
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4.3.6 Stabilite

Etkin maddenin belirli konsantrasyonda ¢o6zeltisi hazirland1 ve bu cozelti
hazirlandigr andan itibaren 30, 60 ve 120. dakikalarda ve 24. ve 48. saatlerde
konsantrasyon ve egri altt alan degerleri okunarak konsantrasyonda degisim olup

olmadig1 saptandi.

4.4 Formiilasyon Calismalar:

4.4.1 Mikropartikiil Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Mikropartikiiller, piiskiirterek kurutma (spray-drying) yontemi ile Buchi
B290-piiskiirtmeli kurutucu cihazi kullanilarak hazirlandi. Calismamizda iki farkli
polimer oram kullanildi. Bu amagla %0.2 ve %0.5 olacak sekilde HA, ultra saf su
icinde manyetik karigtiric1 altinda ¢oOziindiiriildii. Hazirlanan bu ¢o6zelti, uygun
calisgma sartlarmm belirlemek amaciyla piiskiirtmeli kurutucu cihaz parametreleri
(inlet sicaklik, outlet sicaklik, hava akis hizi, piiskiirtme hizi, aspirasyon)

degistirilerek sisteme piiskiirtiildii ve mikropartikiiller elde edildi.

Kafein yiiklii mikropartikiilleri hazirlamak igin ise, %0.1 olacak sekilde
kafein, HA ¢ozeltisine eklenerek sisteme piiskiirtiildii. Toplama kabinda elde edilen
mikropartikiiller tartilarak ylizde verim hesaplandi ve karakterizasyon calismalarina
gecildi.

4.4.2 Mikropartikiil Formiilasyonlarinmin Karakterizasyon Calismalart
Hazirlanan mikropartikiill formiilasyonlari, asagidaki parametreler ile

degerlendirilmistir.

4.4.2.1 Partikiil Boyutu ve Morfolojisi

Elde edilen mikropartikiiller lazer difraksiyon dagilimi yontemi ile partikiil

biiyiikliigii acisindan incelenmistir. Formiilasyonlarin partikiil boyutlar1 Mastersizer
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3000 cihaz1 kullanilarak degerlendirilmistir. Biitiin ¢aligmalar 6 tekrarli olarak

yapilmistir.

4.4.2.2 Etkin Madde Yiikleme Kapasitesi Tayini

fla¢ yiikleme kapasitesi ve enkapsiilasyon etkinligini belirlemek amaciyla
falkon tiipteki 10mg mikropartikiil 6rnegine 25 ml PBS ilavesi yapildi. Tiipler 3
dakika vorteks ile karigtirildi. 15 dakika 5000 rpm’de santifiij yapildiktan sonra
istteki s1v1 kisim ayrildi. Bu kisimdan 6rnekler alinarak etkin madde konsantrasyonu
UV spektrofotometre yontemi ile belirlendi. Enkapsiilasyon etkinligi, pratik olarak
bulunan etkin madde miktarinin, teorik olarak yiiklenen etkin maddeye yiizde

oraninin hesaplanmasi ile belirlendi.

Yiikleme kapasitesi ise; pratik olarak bulunan etkin madde miktariin,
formiilasyon bilesenlerinin toplam miktarina yiizde oranminin hesaplanmasi ile

bulundu.

4.4.2.3 Termal Analizler

Hazirlanan mikropartikiil ve etkin madde fiziksel karisimi, bos mikropartikiil
ve etkin madde yiiklii mikropartikiil formiilasyonlarinin DTK analizleri yapildi.

Boylece, etkin maddenin formiilasyon icindeki fiziksel durumu degerlendirildi.

4.4.2.4 Mikropartikiillerin Sterilizasyonu

Hazirlanan mikropartikiiller, hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilmak iizere

UV lamba altinda (273,7 nm) 24 saat tutuldu.

4.4.2.5 Mikrobiyolojik Sterilite Kontrolii
UV 1s1m1 ile sterilize edilmis mikropartikiiller (200 pl), steril serum fizyolojik

icinde siispande edilerek agar besiyerine ekildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi.
Ureme kontrolii igin Escherichia coli ATCC standart kokeninden 100 koloni forming
unit (CFU) siispansiyonlar hazirlanarak ayni besiyerine ekildi. Kati1 ortamda iireme
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olup olmadigi besiyerinde olusan bulaniklik gézlenerek formiilasyonlarin sterilitesi

degerlendirildi.

4.4.3 Organojel Formiilasyonlarimin Hazirlanmast

25.6 g soya lesitini (%100 fosfatidil kolin iceren), 40 C°’ye kadar 1siticili
manyetik karistiricida 1sitilan izopropil miristat (52,8 ml) iizerine yavasca ilave
edildi. Sabit 1sida ve 200 rpm sabit hizda karistirilarak ¢ozeltinin homojenizasyonu
saglandi. Homojen ¢o6zeltinin igerisine 1:1 su/gliserin karigimi (1,6ml) bir pipet
yardimiyla damla damla ilave edildi. 15 dk ayn1 hizda kanstirilarak formiilasyonun

sicaklig1 oda 1s1sina kadar diisiiriildii ve organojelin olustugu gozlendi (103,115).

Etkin madde yiiklii organojeller ise, %0.1 konsantrasyonda kafein ve aym
oranda kafein iceren mikropartikiilin organojel sistemine eklenmesi ile

hazirlanmustir.

4.4.4 Organojel Formiilasyonlarin Karakterizasyon Calismalart

4.4.4.1 Makroskobik incelemeler

Hazirlanan lesitin organojellerinin goriiniisii, rengi, yapisi ve faz ayrimi olup

olmadig1 makroskobik olarak incelendi.

4.4.4.2 pH Olciimleri

Formiilasyonlarin pH degerleri pH metre cihazina jel 6l¢iim probu takilarak,

belirli araliklarla yapild..

4.4.4.3 Reoloji ve Viskozite tayini

Organojel formiilasyonlarn viskozite dl¢timlerinden bir giin 6nce hazirland1 ve
hava kabarcigr olmayacak sekilde olciim kaplarina yerlestirildi. Organojellerinin
viskozite oOl¢iimlerinde Brookfield DV III model viskozimetre kullanilarak oda
sicakliginda calisildi (Sekil 14). Olgiimler igin 29 numarali spindle kullamilarak
25 rpm hizda c¢aligildu.
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Sekil 14: Brookfield DV III model viskozimetre

Reolojik calimalar i¢in ise Haake reometre ile farkli kayma oranlar

kullanilarak caligildi (Sekil 15).

Sekil 15: Haake osilasyon reometre

Bu caligmada, 60 mm capinda 1° acili plate/plate sistemi (35 mm, gap 0.3
mm, 0.1-10.0 Hz) kullanild1 ve sistemin sicaklig1 olciimler siiresince 20°C’de sabit

tutuldu (120). Formiilasyonlar iizerinde ayrica osilasyon dlgiimleri yapildi. Oncelikle,
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giivenli olarak calisilabilecek bolgeyi (lineer viskoelastik bolge) secebilmek
amactyla stress sweep testi uygulandi ve formiilasyonlarin ortak kirilma noktasi
(crossover point) belirlendi. Formiilasyonlarin elastik (G') ve viskoz modiil (G")

degerleri hesaplandi.

4.4.4.4 Jellerin Mekanik Ozelliklerinin Tayini

Farkli oranlarda hazirlanan jellerin mekanik dzelliklerini tayin etmek i¢in TA-
XT Plus Texture analiz cihazi kullanilarak Texture profile analizi (TPA) yapildi
(Sekil 17) (96). Test i¢in asagida verilen parametreler kullanildi. Teste baglamadan
once jeller 20 mL’lik beherlere yerlestirildi ve hava kabarciklarini uzaklastirmak
amaciyla 20 dakika ultrasonik su banyosunda bekletildi. Jeller 37°C’ye getirildikten
sonra aletin probu jelin i¢gine 2.0 mm/saniye hizla 15 mm batirild1 ve jelin yiizeyine
geri cekildi, 15 saniye beklendikten sonra prob jele ikinci defa batindi ve geri
cekilerek test bitirildi. Elde edilen giic-zaman egrisi kullanilarak jellerin sertligi,
adezifligi, kohezifligi, elastikiyeti ve sikistirilabilirligi hesaplandi (89). Test, her bir

jel formiilasyonu icin 6 kez tekrarland: ve standart sapmalar hesaplandi.

B | ™
i o
I

= S

Sekil 16: TA-XT Plus, Stable Micro System cihazi
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Test Parametreleri

Prob: Perspex (10 mm cap)
Test Oncesi Probun h1zZ1: ........eeiiiiiiiiiiiiiciieec e 2.0 mm/saniye
Test esnasinda probun h1Z1: ............oooviiiiiiiiiiiiiiiec e 2.0 mm/saniye
Test Sonrast Probun NZ1: .......eeiieiieiiiiiiieiiieetc e 2.0 mm/saniye
Hedef Mmodu: ... Mesafe
Probun jele batma mesafesi:........c.eeiiiiiiiiiiiiiinii e 15.0 mm
Probun ikinci batmadan 6nce bekleme SUresi: ...........cccveeeeriiieeeiiieeeeneeennn. 15.0 saniye
Teste baslamak i¢in probun hissetmesi gereken kuvvet: ..........ccococeeieiiieennnneen. 0.05N

4.4.4.4.1 Jellerin Sertligi

Sertlik, jelin deformasyonunu saglamak icin gerekli olan kuvvet olup,
tanimlamak i¢in elde edilen giic-zaman egrisinden jellerin sertligi hesaplandi. Probun
birinci batma periyodunda elde edilen maksimum gii¢ degeri jellerin deformasyonu
icin gerekli sertlik degerini vermektedir (Sekil 17). Sertlik degeri Newton (N) olarak

hesaplanmistir.

4.4.4.4.2 Jellerin Sikistirdabilirligi

Sikistirilabilirlik, jeli deforme etmek i¢in gerekli olan isi tantmlamakta olup,
elde edilen gii¢c-zaman egrisinden jellerin sikistirilabilirligi hesaplandi. Probun jele
birinci batma periyodu siiresince elde edilen egrinin altinda kalan alan (AUC,) jelin
sikistirilabilirlik degerini vermektedir (Sekil 17). Sikistirilabilirlik degeri Newton x

mm olarak hesaplanmistir.

4.4.4.4.3 Jellerin Adezifligi

Adeziflik, jelin yiizeyi ile probun yiizeyi arasindaki ¢ekme kuvvetlerini
yenmek i¢in gerekli isi tamimlamakta olup, elde edilen giic-zaman egrisinden jellerin

adezifligi hesaplandi. Probun birinci batma periyodundan sonra ilk geri cekme
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periyodu siiresince elde edilen egrinin altinda kalan alan (AUC,) adeziflik degerini

vermektedir (Sekil 17). Adeziflik isinin birimi Newton x mm olarak hesaplanmstir.

4.4.4.4.4 Jellerin Kohezifligi

Elde edilen kuvvet-zaman egrisinden jellerin kohezifligi hesaplandi. Ikinci
batma periyodunda elde edilen egrinin altinda kalan alanin (AUC3), birinci batma
periyodunda elde edilen egri altinda kalan alana (AUC,) oran1 koherziflik degerini

vermektedir (Sekil 17).

4.4.4.4.5 Jellerin Elastikiyeti

Elde edilen kuvvet-zaman egrisinden jellerin elastikiyeti hesaplandi. Ikinci
batma periyodunda maksimum yapisal deformasyon meydana getirmek icin gerekli
zamanin, birinci batma periyodundaki maksimum deformasyon meydana getirmek
icin gerekli zamana orani, jellerin elastikiyetini gostermektedir (Sekil 17).
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-0.004
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Sekil 17: Jel formiilasyonuna ait TPA grafigi
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4.4.5 Formiilasyonlarin Stabilite Calismalar:

Hazirlanan formiilasyonlarin karakterizasyonlarinda tayin edilen parametreler
ele alinarak, stabilite kabinlerinde (Niive TK 252) 25°C sicaklik-% 60 relatif rutubet

ve 40°C sicaklik-% 75 relatif rutubet kosullarinda 6 aylik stabilite ¢alismalar1 yapild.

4.5 In vitro Salim Calismalar

Salim c¢alismalart icin 10 mg kafein ve aym oranda kafein iceren
mikropartikiiller tartilarak diyaliz membranlara konuldu (Spectra/Por®, MW 12.000-
14.000, Spectrum, Kanada). Uzerine 1 ml tampon ¢ozelti eklendi ve membranin her
iki u¢ kismi kapaticilar ile kapatildi. Membranlar icerisinde 200 ml pH 7.4 fosfat
tamponu (PBS) bulunan beherlere yerlestirildi. Beherler parafilm ile kapatilarak
37°C’deki manyetik karistiricili su banyosunda 200 rpm’de karistirildi. Tiim sistemin
iizeri kapatilarak karanlik bir ortam saglandi. Belirli zamanlarda 3 ml 6rnek alindi.
0., 30., 45., 60., 90. dakikalarda ve 2. 3., 4., 5., 6., 24. saat araliklarinda 3 ml 6rnek
aliarak, 273 nm’de UV spektrumda absorbanslar dl¢iildii. Alinan 6rnegin yerine ve

reseptor fazdan esit miktar ilave yapildi.

Benzer sekilde, bos organojel, kafein yiiklii organojel ve kafein yiikli

mikropartikiil iceren organojel formiilasyonlari ile ¢aligma tekrarlandi.

Sekil 18: Diyaliz membrandan in vitro salim ¢aligmast.
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4.6 Formiilasyonlarin Ex-vivo Penetrasyon Calismalar:

Hazirlanan formiilasyonlarin sigan karmn derisinden ex-vivo penetrasyon
calismalari, franz difiizyon hiicreleri kullanilarak yapildi. Kullanilan franz difiizyon
hiicrelerinin alani 0.63 cm? ve hacmi yaklasik 5 mL’dir (Sekil 19).

Formiilasyon Kar|§|mrj

Formiilasyon Odaaglq’v
| Diizlemsel

\Tomme ‘ baglanti
Membran s
Ornek agz1
|sm \ O ; lg
devirdaim m A
N Y

e F€SEPtOr faz
odacigi
e Manyetik balik

Sekil 19: Franz difiizyon hiicresi ve sematik goriiniimii

Reseptor faz olarak tuzlu fosfat tamponu (PBS, pH:7.4) kullanildi.
Formiilasyonlar (kafein c¢ozeltisi, kafein yiiklii organojel ve kafein yiiklii
mikropartikiil (F4) iceren organojel), franz difiizyon hiicrelerinin dondr bdliimiine
yerlestirildi. Tiim calismalarda, belirsiz miktarda (infinite) doz uygulamasi yapildi.
Hazirlanan franz difiizyon hiicreleri, 600 rpm hizda manyetik olarak karistirilan 37°C

lik su banyosuna yerlestirildi (Sekil 20).

Sekil 20 : Franz difiizyon hiicreleri ile difiizyon ¢aligmasi
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0., 2., 4, ve 6. saatlerde reseptor fazdan 300 uL 6rnek alind1 ve hemen ayni
hacimdeki taze reseptor faz ilave edildi. Elde edilen tiim orneklerdeki etkin madde
miktarlar, valide edilmis UPSK yontemi kullanmilarak tayin edildi. Tiim deneyler 6

defa tekrarlandi.

4.7 Hiicre Kiiltiirii Caliymalar:

Insan dermal fibroblast hiicrelerinin (Invitrogen C-013-5C), diireticinin
talimatlar1 dogrultusunda 37 °C’de ve %5 CO; iceren nemli ortamda, Medium 106
ortami kullamlarak kiiltiirleri yapilmistir. Hiicreler yogunluklari 5x10° hiicre/cm?
olacak sekilde 25cm™lik tiiplere ekilmistir. Deney 2. ve 5. pasajlamadaki hiicreler

kullanilarak gerceklestirilmistir.

4.7.1 Sitotoksisite Testi
Hiicreler 96 kuyucuklu plaklara yogunlugu 5x10° hiicre/cm” olacak sekilde

konulmus ve hiicrelerin tutunabilmesi icin 24 saat, %5 CO, iceren nemli ortamda
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda hiicrelere 5.55 uM, 16.66 uM, 50 uM,
150 uM konsantrasyonlarinda sadece kafein ¢ozeltisi, ayn1 miktarda etkin madde
icerecek sekilde steril serum fizyolojikte suspande edilmis mikropartikiil, ve kafein
yiikli. mikropartikiiller ile ayni seyreltme oranina tabi tutulmus kafein icermeyen
steril serum fizyolojikte suspande edilmis mikropartikiill uygulanmistir. Sadece
tasiyici, negatif (yalnizca ortam) ve pozitif (triton-x-100) kontrol gruplart da her
caligmaya ilave edilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca Ornekler ile temasta
birakilmistir. Siire sonunda ortam uzaklastirilmig ve hiicreler PBS ile yikanmistir.
100 pl ortam ve 20 pl PBS icindeki 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium
bromid (MTT) soliisyonu (5 mg / ml) her bir kuyucuga eklenmistir. 4 saat

inkiibasyondan sonra, ortam uzaklastirilmis ve formazan kristallerini ¢6zmek igin
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100 ul dimetilsiilfoksit (DMSO) her bir kuyucuga ilave edilmistir. Olusan mor renkli

¢ozeltinin absorbans1 490 nm’de mikroplate okuyucu ile dl¢iilmiistiir.

4.8 Arastirma Sonuclarinin Istatistiksel Degerlendirilmesi

6 tekrarl olacak sekilde elde edilen tiim veriler tek yonlii varyans analiziyle
(ANOVA) degerlendirildi. GraphPad Prism (stirim 3.0.2) programi kullanilarak
Tukey Coklu Kargilagtirma Testi uygulandi. Anlamh farklilik seviyesi %95 olarak

alind1 (P< 0.05).
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BOLUM III

S BULGULAR

5.1 Etkin Madde ve Polimerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin
Incelenmesine Ait Bulgular

5.1.1 Infrared (IR) Spektrumuna Ait Bulgular
Kafein’in IR spektrumunun gosterdigi absorbsiyon bantlar, 1644, 1693 ve

3113 cm™ olarak bulunmustur. Bu degerler, literatiirlerde verilmis IR bantlar ile

uyumludur (15 ,46,77).
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Sekil 21: Kafein’in IR spektrumu

5.1.2 Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DTK) ile Termal Analiz Bulgular:

Termal analiz sonucunda kafeinin erime derecesi 238.2 °C bulunmus olup,

literatiirlerle uyumlu oldugu gézlenmistir (54)
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Sekil 22 : Kafein’in termal analiz grafigi

5.1.3 Etkin Maddenin Coziiniirliik Calismalarina Ait Bulgular

Yontem 4.1.3’de anlatilan c¢alisma sonucunda, kafeinin tuzlu fosfat

tamponundaki (PBS) ¢6ziiniirligii 0.02 g/ml olarak bulundu.

5.1.4 Etkin Maddenin Lipit/Su Partisyon Katsayisinin Hesaplanmasina Ait
Bulgular

Log P degeri Yontem4.1.4’de belirtilen esitlik yardimiyla hesaplandi ve -

0.07 olarak bulundu. Bulunan sonuglarin literatiir verileri ile uyumlu oldugu bulundu

(11).

5.1.5 Etkin Madde Miktar Tayini Calismalarina Ait Bulgular

5.1.5.1 UV Spektrum Calismalarina ait bulgular

Etkin maddenin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunun (Amax)
saptanmasi i¢in 200-400 nm arasinda tarama yapildi1 ve Amax degeri 272 nm olarak
belirlendi. Maksimum dalga boyu olarak saptanan bu deger, literatiirde kafein icin

belirtilen dalga boyuna uygunluk gostermektedir (15, 46,77)
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Sekil 23: Kafeinin; (A) UV spektrumu ve (B) UPSK ile bulunan Amax degeri

5.1.5.2 Analitik Yontem Validasyonuna Ait Bulgular

5.1.5.2.1 Dogrusallik
Yontem 4.3.1°de anlatildigr gibi standart dogrular hem UV spektrofotometre hem de

UPSK yontemleri ile c¢izildi. Elde edilen standart dogrular ve determinasyon

katsayilari (r*) Sekil 24 ve Sekil 25°de gosterilmistir.
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Sekil 24: Kafeinin UV spektrum yontemi ile elde edilen standart dogrusu
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Sekil 25: Kafeinin UPSKyontemi ile elde edilen standart dogrusu

5.1.5.2.2 Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik

Geri elde edilebilirlik degerleri konsantrasyon degerlerinden hareketle

hesaplandi. UV spektrum ve UPSK yontemi i¢in sonuglar sirasiyla Tablo 1 ve

Tablo 2°de verilmistir.
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Tablo 1: Kafeinin UV spektrum yontemi ile belirlenen geri elde edilebilirlik testine ait
veriler

Absorbans Bulunan C % Geri Elde
(ng/mL)
2.5 ug/mL 0.170 2.44 97.6
2.5 ug/mL 0.172 2.48 99.2
2.5 pug/mL 0.172 2.48 99.2
ORT 98.67
SS 0.924
VK 0.932
5 pug/mL 0.282 5.01 100.2
5 ug/mL 0.280 4.97 99.4
5 ug/mL 0.279 4.95 99.0
ORT 99.53
SS 0.611
VK 0.614
10 ug/mL 0.497 9.96 99.6
10 ug/mL 0.495 9.91 99.1
10 ug/mL 0.503 10.09 100.9
ORT 99.87
SS 0.929
VK 0.930

Tablo 2: Kafeinin UPSK yontemi ile belirlenen geri elde edilebilirlik testine ait veriler

Egri Alt1 Alan Bulunan C (mg/mL) % Geri Elde

(N)(l)(uma 1. Konsantrasyon (8 pg/mL)

1 1203496.64 7730 96.63

2 1200751.54 7710 96.38

3 1260345.49 7803 97.75
2. Konsantrasyon (16 pg/mL)

! 2221577.36 15.203 95.0

2 2222055.66 15.206 95.03

3 2244270.87 15.369 96.06
3. Konsantrasyon (24 ng/mL)

1 3467414.87 24.347 101.45

2 3436529.77 24.120 100.5

3 3493729.74 24.540 102.25
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5.1.5.2.3 Kesinlik

5.1.5.2.3.1 Tekrar Edilebilirlik

Kafeinin Yontem 4.3.3.1°de belirtilen konsantrasyonlarda hazirlanan 6rnekleri UV

spektrum ve UPSK yontemi ile 272 nm dalga boyunda 6 kez art arda okundu. VK %

2’den kiiciik oldugu i¢in yontemin tekrar edilebilir oldugu saptanmistir (Tablo 3 ve

Tablo 4).

Tablo 3: Kafeinin UV yontemi ile elde edilen tekrar edilebilirlik testi sonuglar

Ormek No Absorbans 5%nszn;§%on
1 0.501 10.05

2 0.496 9.94

3 0.505 10.14

4 0.497 9.96

5 0.495 9.91

6 0.503 10.09

Tablo 4: Kafeinin UPSK yontemi ile elde edilen tekrar edilebilirlik testi sonuglari

*SS =0.092, % VK = 0.918

Ornek No Egri alt1 alan éos;z;n;rris)yon
1 1203496.64 7.742
2 1200751.37 7715
3 1236122.61 7.771
4 1242496.64 7.728
5 1200751.37 7715
6 1236186.61 7.776
#SS = 0.0270, % VK = 0.348
5.1.5.2.3.2 Tekrar Elde Edilebilirlik

Kafein i¢in standart dogru ¢iziminde hazirlanan stok c¢ozeltiden alinan ayni

konsantrasyondaki 6 farkli 6rnegin konsantrasyon degerleri 272 nm dalga boyunda
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okundu. VK % 2’den kiiciik olmasi yontemin tekrar elde edilebilir oldugunu

gostermektedir (Tablo 5 ve Tablo 6).

Tablo 5: Kafeinin UV spektrum yontemi ile elde edilen tekrar elde edilebilirlik testi

sonuglart

Ormek No Absorbans %(l%nszn/trrisi)lf)on
1 0.491 9.82

2 0.502 10.07

3 0.495 9.91

4 0.503 10.09

5 0.499 10.01

6 0.497 9.96

*SS =0.103, % VK =1.032

Tablo 6: Kafeinin UPSK yontemi ile elde edilen tekrar elde edilebilirlik testi sonuglar

Ornek No Egri alt alan éo::;a/n;r;;yon

1 1242496.64 7.728
2 1200751.37 7715
3 1236186.61 7.776
4 1203496.64 7.730
5 1200751.54 7.710
6 1216186.61 7.823

*SS =0.0314, % VK = 0.408

5.1.5.2.4 Ozgiinliik, Secicilik

Calismada kullanilan polimerlerin ve yardimci maddelerin, 200-400 nm dalga

boylari arasinda spektrumlar incelendi. Kafeinin maksimum absorbans verdigi dalga

boyunda, yardimct maddelerin herhangi bir absorbans vermedikleri goriildii ve

yontemin etkin maddeye 6zgii oldugu bulundu (Sekil 26).
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Sekil 26: Kafeinin UPSK ile elde edilen pik degeri

5.1.5.2.5 Teshis ve Tayin Stmirlart (LOD ve LOQ)

Yontem 4.3.5. anlatildigi gibi elde edilen teshis ve tayin sinirlari sonucu

Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7: UPSK yo6ntemi ile elde edilen LOD ve LOQ degerleri

Konsantrasyon (ug / mL)

LOD 0.043 +0.060

LOQ 0.144 £ 0.200

5.1.5.2.6 Stabilite

Kafeinin ¢6ziinme ortamlarindaki stabilitesini incelemek icin Yontem
4.3.6’da anlatildig1 gibi calisildi ve elde edilen konsantrasyon degerlerinde anlamli

bir degisiklik goriilmedi (Tablo 8 ve Tablo 9).

Tablo 8: Kafeinin UV spektrum yontemi ile yapilan stabilite testi sonuglari

Zaman (Saat) z(lc())nszn;rrisgon
1 10.07
9.98
6 9.98
12 10.01
24 9.86
48 9.85

*SS =0.086, % VK = 0.874
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Tablo 9: Kafeinin UPSK yontemi ile yapilan stabilite testi sonuglart

Zaman (Saat) gingsjlr:rtlril)syon
1 7.96
7.95
6 8.03
12 7.89
24 7.92
48 7.94

*SS =0.047, % VK = 0.592

5.2 FORMULASYON CALISMALARINA AiT BULGULAR

5.2.1 Mikropartikiil Formiilasyonlarimin Caliymalarina Ait Bulgular

5.2.1.1 Mikropartikiil Formiilasyonlarimin Hazirlanmasina Ait Bulgular

Yiiksek verimle mikropartikiil elde edilmesi i¢in piiskiirtmeli kurutucu cihaz

parametreleri degistirilerek calisildi. %0.2 HA iceren bos mikropartikiil (BM)

formiilasyonlar1 hazirlama kosullarn ve iiretim sonunda elde edilen verim sonuglari

Tablo 10 da verilmistir.

Tablo 10: Hazirlanan bos mikropartikiil formiilasyonlarinin kodlar1 ve hazirlama sartlar

Formiilasyon | Giris sicakh@ | Piiskiirtme hiz1 | Aspirator | Pompa | Verim
kodu §Y) (%) (%) (%)

BM1 150 30-35 (400 L/h) 100 30 30+£0.5
BM 2 150 40-45 (500 L/h) 100 50 48 £ 0.8
BM 3 180 30-35 (400 L/h) 100 50 65+0.2
BM 4 180 50-55 (600 L/h) 100 50 92 +£0.8

En yiiksek verimin (%92+0.8) elde -edildigi

hazirlandig1 kosullar ile calisilmasina karar verilmistir.

BM4 formiilasyonunun
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5.2.1.2 Mikropartikiil Formiilasyonlarinin Karakterizasyonuna Ait Bulgular

5.2.1.2.1 Partikiil Boyutu ve Morfolojisine Ait Bulgular

Bos ve kafein yiikli HA mikropartikiillerinin (F1-F4) ortalama partikiil

biiyiikliigli sonuclar1 Tablo 11°de verilmistir. F4 formiilasyonuna ait partikiil

biiyiikliigli dagilim grafigi ve SEM fotografi Sekil 27 ve Sekil 28’de, verilmistir.

Tablo 11: Formiilasyonlarinin ortalama partikiil boyutlar

. .. Partikiil boyutu (um)
HA miktari Formiilasyon ao.0 d(0.5) d(0.9) Span
Bos
mikro?arlt)ikﬁller 4.56 +0.8 2242405 | 4502+25 | 1.976 £ 0.02
F
%0.2
Kafein yiiklii
mikropartikiiller 7.89 +0.6 2828 +0.2 | 56.14+2.6 | 1.944+0.13
(F2)
Bos
Mikropartikiiller 10.18£0.7 | 32.28+04 | 62.40+0.7 | 1.844 +0.03
% 0.5 (¥3)
Kafein yiikli
mikropartikiiller 1276 £0.5 | 33.97+03 | 64.16+0.8 | 1.768 +0.02
(F4)
10 Particle Size Distribution
9
8
- 7
B 6
= 5
]
S 4
=
3
2
1
0. .
0.01 0.1 1 10 100 1000 3000

Particle Size (um)

Sekil 27: F4 formiilasyonu partikiil biiyiikligi dagilimi (n=6)
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Sekil 28: F4 kodlu formiilasyonun SEM fotografi

5.2.1.2.2 Etkin Madde Yiikleme Kapasitesi Tayinine Ait Bulgular
Yontem 4.4.2.2’de belirtildigi gibi yapilan c¢alisma sonucunda, F2

formiilasyonu i¢in yiikleme kapasitesi; 0.09 mg ve enkapsiilasyon etkinligi %85.42
olarak bulundu. F4 formiilasyonu i¢in bu degerler sirasi ile 0.1 mg ve %88.56 olarak

bulundu.

5.2.1.2.3 Termal Analiz Bulgulart

Etkin maddenin formiilasyon igindeki fiziksel durumu degerlendirmek icin

yapilan DTK caligmalar1 Sekil 29°da verilmistir.
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Sekil 29: Kafein, HA, fiziksel karisim, F3 ve F4 formiilasyonlarina ait DTK termogrami

5.2.1.2.4 Mikrobiyolojik Sterilite Kontroliine Ait Bulgular

UV lamba altinda (273,7 nm) 24 saat sterilizasyona tabi tutulan

mikropartikiiller ile Yontem 4.4.2.5°de belirtildigi gibi mikrobiyolojik sterilite

kontrolii ¢alismasi yapildi. Kanli agar besiyerinde bulaniklik yani iireme olmadigi

gozlendi.

5.2.2 Organojel Formiilasyonlarin Calismalarina Ait Bulgular

5.2.2.1 Organojel Formiilasyonlarmin Karakterizasyonuna Ait Bulgular

5.2.2.1.1 Makroskobik inceleme ve pH Olciimiine Ait Bulgular

Yontem 4.4.4.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan organojeller sarimtirak

renkte olup, pH degerleri 5.75-6.05 araliginda gozlenmistir (Tablo 12).

Tablo 12: Organojellerin genel 6zellikleri

Formiilasyon Organojel Makroskobik o6zellik pH

kodu icerigi

O-B Bos Seffaf, sarimsi renkte, homojen, akigkan 5.75

O-K Kafein toz Bulanik, sarims1 renkte, homojen, akiskan | 5.86

O-F3 F3 Partikiillii, sarims1 renkte, homojen, viskoz | 5.88
formiilasyonu

O-F4 F4 Partikiillii, sarimsi renkte, homojen, viskoz | 6.05
formiilasyonu
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5.2.2.1.2  Reoloji ve Viskozite Olgiimiine Ait Bulgular

Organojeller icin, Brookfield DV III model viskozimetre Olctimlerine ait

bulgular Tablo 13’de verilmistir.

Tablo 13: Organojellerin viskozite tayinine ait bulgular

Formiilasyon Viskozite (cps)
O-B 4450 + 12
O-K 4675 + 18
O-F3 4546 + 10
O-F4 4615 + 15

Formiilasyonlarin reometre Olctimleri Yontem 4.4.4.3’te belirtildigi sekilde
yapilmugtir. Lineer viskoelastik bolge secebilmek amaciyla uygulanan stress sweep
testi sonucunda formiilasyonlarin ortak kirilma noktasi (crossover point) 10 Pa olarak

belirlendi (Sekil 30).
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Sekil 30: Formiilasyonunun stress sweep test profili (crossover point: 10 Pa)
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Frekans 0-4 araliginda G' (elastik modiil) degeri G" (viskoz modiil)

degerinden biiyiik bulunmustur. Frekans arttikca viskozitenin azaldig: (Sekil 31).

in-

G'inPa,G"inPa,tan(l}

1000.0+

100.0

10.04

01

podf T S S A

o
(3]
== T IS ———— -
=

finHz

Sekil 31: F4 formiilasyonunun reolojik osilasyon profilleri

5.2.2.1.3 Jellerin Mekanik Ozelliklerinin Tayinine Ait Bulgular

Jellerin mekanik ozelliklerini tayin etmek i¢in TA-XT Plus Texture analiz

cihazi kullanilarak Yontem 4.4.4.4’de anlatildigr gibi calisildi. Formiilasyonlara ait

TPA grafikleri Sekil 32, Sekil 33 ve Sekil 34’ de gosterilmektedir. Bu caligmalara ait

grafiklerin degerlendirilmesi ve gerekli hesaplamalarin yapilmasi sonucu elde edilen

sonuclar Tablo 14’de yer almaktadir.
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Sekil 32: O-B formiilasyonuna ait TPA grafigi
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Sekil 33: O-K formiilasyonuna ait TPA grafigi
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Sekil 34: O-F4 formiilasyonuna ait TPA grafigi

Tablo 14: Organojellerin Mekanik Ozelliklerine ait bulgular

¥ il Sertlik Adeziflik Koheziflik | Sikistirilabilirlik | Elastikiyet

Ormulasyon | -\ + ss (N'rggn) + +SS (N.mm) £ SS +SS
0011+ | 0026+ 0.761 + 0.908 +

O-B 0.002 0.002 0.013 0.130 £0.006 0.049
0025+ | 0036+ | 0836+ 0.836 +

oK 0.001 0.001 0.009 0.186 +0.002 0.025
0018+ | 0042+ 0.811 + 0.884 +

O-F4 0.002 0.002 0.013 0.175 £0.004 0.049

5.2.3 Formiilasyonlarin Stabilite Calismalar

Hazirlanan mikropartikiil ve organojel formiilasyonlarinin
karakterizasyonlarinda tayin edilen parametreler ele alinarak, stabilite kabinlerinde

yapilan ¢calisma sonuclar1 Tablo 15 ve Tablo 18’de verilmistir.
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Tablo 15: Mikropartikiil formiilasyonlarinin 25°C sicaklik-%60 relatif rutubet
sartlarindaki stabilite calismasina ait bulgular

Formiilasyon Zaman Partlku(ll:);;fuklugu Span ka;:;li(tl:slin(e% )
1. ay 35.45+0.6 1.997 + 0.04 -
F3 3. ay 35.14 £0.9 1.876 + 0.07 -
6. ay 36.18 + 1.2 1.998 +0.01 -
1. ay 37.97 0.8 1.975 +0.07 90.56
F4 3. ay 4042 £ 1.1 2.008 +0.05 86.38
6. ay 38.28 +0.9 1.978 +0.08 83.42

Tablo 16: Mikropartikiil formiilasyonlarinin 40°C sicaklik-%75 relatif rutubet
sartlarindaki stabilite calismasina ait bulgular

.. Partikiil Yiikleme kapasitesi
Formiilasyon = Zaman biiyiikliigii (m) Span (%)
1. ay 33.14+0.5 2.026 £ 0.06 -
F3 3. ay 32.87+0.5 1.956 £ 0.08 -
6. ay 33.09+1.1 1.948 + 0.05 -
1. ay 34.12+£0.9 2.828 £0.09 82.45
F4 3. ay 3622+1.2 1.972 +0.04 85.22
6. ay 3747 +0.5 1.872 £0.04 85.56

Tablo 17: Organojel formiilasyonlarinin 25°C sicaklik-%60 relatif rutubet
sartlarindaki stabilite calismasina ait bulgular (6. ay)

Formiilasyon o e . Viskozite
kodu Makroskobik ozellik Homojenite pH (cP)
O-B Seffaf, sarimsi renkte, homojen, akiskan +++ 5.75 4790 + 18
0K Bulanik, sarimsi renkte, homojen, . 586 4825 + 14
akiskan
O-F3 Partikiillii, sanmm renkte, homojen, i 588 4996 + 19
viskoz
O-F4 Partikiillii, sartmst renkte, homojen, i 6.05 4862 + 16
viskoz
+++: cok iyi
Tablo 18: Organojel formiilasyonlarinin 40°C sicaklik-%75 relatif rutubet
sartlarindaki stabilite calismasina ait bulgular (6. ay)
Formiilasyon o - Viskozite
kodu Makroskobik ozellik Homojenite pH (P)
O-B Seffaf, sarimsi renkte, homojen, akiskan +++ 5.75 4569 + 14
O-K Bulanik, sarimsi renkte, homojen, akiskan ++ 5.86 4512+ 10
O-F3 Partikiillii, sarimsi renkte, homojen, viskoz +++ 5.88 4710+ 15
O-F4 Partikiillii, sarimsi renkte, homojen, viskoz +++ 6.05 4659 + 20
+++: cok iyi
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5.3 Invitro Salim Calismalarma Ait Bulgular

Yontem 4.5’de anlatildigr sekilde yapilan salim calismasi sonuglarina gore elde

edilen grafikler asagidadir (Sekil 35).
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Sekil 35: Formiilasyonlara ait % salim grafigi
5.4 Formiilasyonlarin Ex-vivo Permeasyon Calismalarina Ait Bulgular

Yontem 4.6’de anlatildigi sekilde yapilan ex-vivo difiizyon ¢alisma grafigi

asagidadir (Sekil 36).
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Sekil 36: Formiilasyonlara ait kafein permeasyon grafigi
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Kafein yiiklii olmayan mikropartikiil ve organojel formiilasyonlar ile de

calisma yapilmis, herhangi bir absorbans gdzlenmemistir.

5.5 Hiicre Kiiltiirii Calismalarina Ait Bulgular

Calismada bir grup insan dermal fibroblast hiicresi normal biiyiime vasati
icerisinde inkiibe edilmis (kontrol grubu), negatif kontrol grubu olarak ise vasat
icerisine membran hasar1 yaparak sitotoksik etki gosterdigi bilinen Triton X-100 ile
(15 mM) inkiibe edilmislerdir. Bunun disinda F3 ve F4 6rnekleri de hiicrelerle 24
saat inkiibe edilerek tiim Orneklerin hiicre canliligl iizerine etkileri arastirilmistir.
Sekil 37°de goriildiigii tizere F3 formiilasyonu en yiiksek konsantrasyonunda canl
hiicre sayisim azaltic1 etki gostermistir (p <0,005). Bu etkinin doza bagimh oldugu
ve Ornegin test edilen 0,02-0,2 mg/ml konsantrasyon aralifinda hiicre canlilig
tizerinde istatistiksel olarak 6nemli bir degisime neden olmadig1 sdylenebilir. Kafein
yiiklii mikropartikiil iceren F4 formiilasyonu ise insan dermal fibroblast hiicrelerinde

hiicre canlilig1 iizerine anlamli bir olumsuz etkiye neden olmamaistir.

1,4 - Lo4 ¥ 10110
101
12 - 100 OT
w0 1 ]
c
3 08 - (0,02 mg/ml
—
o)
2 06 - 0,06 mg/ml
< 04 0,2 mg/ml
' ok 0,6 mg/ml
0,2 4
0 - |

KONTROL  TRITON X-100 F3 F4

Sekil 37: F3 ve F4 formiilasyonlarinin in vitro insan dermal fibroblast hiicrelerinde sitotoksik
aktivitesinin 0,6; 0,2; 0,006; 0,002 mg/ml konsantrasyonlarda, MTT yontemi ile
degerlendirilmesine ait bulgular.
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Siitunlar dort (n=4) calismanin “ortalamasi + standart sapma” degerlerini,

siitunlar iizerindeki rakamlar ise kontrole kiyasla rolatif canliligi gostermektedir.

Calismanin istatistiksel degerlendirmesi t testi ile yapilmistir. P degerleri ilgili

grup ortalamasinin kontrol grubu ortalamasi ilk kiyaslanmasi ile elde edilmistir.

(*p <0,05, **p <0,005, ***p <0,001)
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BOLUM IV

6 TARTISMA

Seliilit son yillarda ¢ok giincel olan ve kadinlarin neredeyse tamaminda (%
901 ile 98'inde) goriilen bir kozmetik bozukluktur. Tibbi acidan hastalik degildir.
Sadece derinin diizgiin goriintiisiiniin degisimine neden olan ve portakal kabugu
goriintiisii olarak tarif edilen doku hasaridir. Yag hiicrelerinin anormal irilesmesi ve
derinin esnekliginin azalmasi sonucu ortaya c¢ikar. Bu konuda yapilmis ¢ok fazla
bilimsel calisma olmadig i¢in tedavisi konusunda kesin bir ¢dziim bulunamamustir.

Ayrica tek bir etkene bagli olmadig icin tedavi edilmesi oldukga giictiir.

Mikropartikiiller farmasotik teknoloji alaninda siklikla hazirlanan ilag tasiyici
sistemler olup, polimerik yapilar1 nedeniyle etkin maddenin kontrollii ve uzatilmis
salimim saglarlar. Hyaliironik asit (hyaluronan-HA), derinin dogal yapisinda bulunan
ve yeni hiicre olusumu/hareketliliginin devamim saglayan, nemlendirme 6zelligine
sahip kozmetik biyolojik bir aktif maddedir. Bu nedenle, uygulama bolgesinde etkin
maddenin uzun siire boyunca kontrollii saliminin saglanmasi amaciyla, HA bazl
mikropartikiillerin hazirlanmasina karar verilmistir. Yapilan literatiir taramalar
sonucunda, HA ile hazirlanan mikropartikiil formiilasyonlarina rastlanmis ve

ozellikle yara tedavisinde etkili olduklar1 gbzlenmistir.

Seliilit i¢in etkili olup olmadig1 kesin olarak saptanamamis ¢ok sayida iiriin ve
uygulama olmasina ragmen, bunlardan bazilarinin seliilit belirtilerinde iyilesmeye

neden oldugunu veya olabilecegini ileri siiren bazi bilgiler mevcuttur. Diinya ve
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Tiirkiye piyasasinda, selillitin etkilerini giderici iiriinler arasinda kafein iceren

pekcok formiilasyon bulunmaktadir.

Kafein, deri alti yag hiicrelerindeki yagin yanmasi (lipoliz) hizlandirmakta
ve aym zamanda bu hiicrelerde yag iiretiminin artmasim1 (lipojenez)
engellenmektedir. Bu nedenle seliilit tedavisi i¢in pek¢ok kozmetik iiriinde giincel
olarak kullanilmaktadir. Ancak, yapilan literatiir taramalar1 sonucunda kafeinin uzun

siire etkili olmasinin saglandig: herhangi bir formiilasyon bulunmamaktadir.

Bu tez caligmasinda, kafein yiiklii mikropartikiiller piiskiirterek kurutma
yontemi ile hazirlanmig, dermal tasiyict sistemlere (organojel) yiiklenmis ve bu
formiilasyonlarin  etkinlikleri  degerlendirilmistir.  Boylelikle, dogal deri
bilesenlerinden olusan bu dermal formiilasyon ile seliilit ile olusan doku hasarina
kars1 hem doku onarimini hizlandiran hem de nemlendirme 6zelligine sahip yenilik¢i

bir tedavi onerilmesi amaglanmistir.

Bu calismada once etkin maddelerin fizikokimyasal ozellikleri incelenmis,
Kafeinin, IR spektrumunda kimyasal yapiya bagli olan karakteristik pikler, maddenin
saf oldugunu gostermistir (Sekil 21). DTK ile yapilan termal analiz sonucunda ise
erime derecesi 238.2°C olarak belirlenmis (Sekil 22). Bu erime derecesi degeri
literatiirle uyumlu bulunmustur (54). PBS ortamindaki ¢6ziiniirliigii ve lipit/su
partisyon katsayisi1 ise sirasiyla 0.02g/ml ve -0.07 olarak saptanmistir. Bulunan bu
degerler, kafeinin sulu ortamdaki yiiksek coziiniirliigiinii gostermis olup literatiirlerle

uyumlu bulunmustur (43).

Kafeinin miktar tayini ¢aligmalar1 i¢in UV spektrofotometre ve UPSK
yontemleri kullamlmis. Calismalarda oncelikle de Agax degeri 272 nm olarak
bulunmustur (Sekil 23) Bulunan An.x degerlerinin literatiirlerde belirtilen dalga

boylarina uygun oldugu acikca goriildii (15 ,46,77).
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Miktar tayini yonteminin gegerliliginin kanitlanmasi icin, ICH kriterleri esas
almarak analitik yontem validasyonu calismalar1 yapildi (108). Validasyon ig¢in
yapilan ¢alismalarda dogrusallik, dogruluk ve geri elde edilebilirlik, kesinlik (tekrar
edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik), 6zgiinliik (secicilik), teshis ve tayin sinirlar

(LOD ve LOQ) ve stabilite parametreleri incelendi.

Dogrusallik ¢caligmalarinda, ¢alisilan konsantrasyon araliginda konsantrasyon-
egri alt1 alan iliskisinin dogrusal oldugu goriildii. Bu dogrusalligin gostergesi olan
determinasyon katsayisi (r*), kafeinin standrat dogru denklemi i¢in, UV

spektrofotometre ve UPSK yontemleri ile sirasiyla 0.9991 ve 0.9934 olarak bulundu.

Dogruluk ve geri elde edilebilirlik calismalart ii¢ farkli konsantrasyonda
gerceklestirildi. Yapilan ¢alismanin sonucunda, elde edilen degerlerle hesaplanan %
Geri Elde degerlerinin ortalamasi ve bu dagiliminin standart sapmasi yontemlerin

dogrulugunu onaylamaktadir (Tablo 1 ve Tablo 2 ).

Kesinlik tayininde, etkin maddenin standart dogru cizimlerinde kullanilan
ortamlarindan hazirlanan herhangi bir konsantrasyondaki c¢ozeltisi secilerek tekrar
edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik parametreleri uygulandi. Varyasyon
katsayilarinin %2’nin altinda olmasi yontemin kesinligini kanitlamaktadir (Tablo 3

ve Tablo 4 ).

Ozgiinliigiin saptanabilmesi icin; calismada kullamlan polimerlerin ve
yardimec1 maddelerin, 200-400 nm dalga boylar1 arasinda spektrumlari incelendi.
Kafeinin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda, yardimci maddelerin herhangi
bir absorbans vermedikleri goriildii ve yontemin etkin maddeye 6zgii oldugu bulundu

(Sekil 26)
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Bir analitik yontemin teshis siniri, Ornek icerisindeki teshis edilen fakat
kesinlikle kantitatif olarak tam miktarinin belirlenmesine gerek olmayan analitin en
kiiciik miktaridir. En diisiik degere karsilik gelen alan degerleri, segilen kalibrasyon
dogrusunun egimine boliindii ve standart sapma hesaplandi. Bu deger 3 ile carpilarak
teshis sinir1 (LOD: 0.043 £ 0.060 pg/mL); 10 ile carpilarak tayin simir1 (LOQ: 0.144

+ 0.200 pg/mL) belirlendi.

Stabilite ¢alismalarinda ise, etkin maddelerin ¢6ziinme ortaminda 48 saat
boyunca stabilitesi incelendi ve elde edilen konsantrasyon degerlerinde anlamli bir
degisiklik goriilmedi (Tablo 8 ve Tablo 9 ). Bunun sonucu olarak, kafeinin bu siire

boyunca stabil oldugu sonucuna varildi.

Formiilasyon c¢alismalarinda, Oncelikle HA kullamlarak mikropartikiil
formiilasyonlar1 hazirlandi. Mikropartikiiler ila¢ tasiyici sistemler son yillarda
ozellikle dermal ve transdermal uygulamalarda ilacin salim siiresini uzatmasi ve
biyoparcgalanabilen polimerler ile sinerjik etkinin saglanmasi amaciyla ilgi ¢ceken
formiilasyonlardir. Mikropartikiiller doku onarimi alaninda sentetik ve dogal
polimerler ile hazirlanabilmektedirler. Hiicreler aras1 bosluklar1 dolduran ve hiicreleri
birbirine baglayan ECM bilesenleri ile formiile edilmis mikropartikiiller hiicre
olusumunu hizlandirmak ve yayginlagtirmak amaciyla kullanilmaktadir. Kolajen ile
modifiye edilmis HA mikropartikiillerinden in vitro antibiyotik saliminin incelendigi
bir ¢alismada salimin kontrollii bir sekilde devam ettigi gézlenmistir (67). Yapilan
bir diger c¢alismada, hidrokortizon yiikkli HA mikropartikiillerinden salim
karakterinin sifirinci dereceden oldugu belirtilmistir (14). ECM’nin yapisindaki GAG
tirevlerinden HA, CD44 gibi spesifik hiicre reseptorleri tarafindan taninarak,
adezyon, hiicre gocii ve olusumu gibi hiicresel fonksiyonlart etkileyerek doku

onarimimi artirdigl bildirilmistir. (75). HA bakimindan zengin bir ortam, hiicre
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hareketliliginin ve ¢ogalmasinin devaminin saglanmasi acisindan gereklidir (82,123).
Ayrica hiicrelerin etrafinda olusturdugu ag yapr serbest oksijen radikallerinin
hiicrelere ulagsmasim engelleyerek doku onarimini hizlandirmaktadir (76,78). HA’nin
hidrolitik degredasyona ugramasi sonucu olusan iiriinlerin biyouyumlu oldugu

belirlenmistir.

Yapilan ¢alismada, HA ile hazirlanan mikropartikiillerden ilacin salim in
vitro deriden ge¢is deneyleri ile incelenmis, sidofovir iceren mikropartikiiller ile
ilacin epidermada kalig siiresinin arttig1 ve deriden gecisinin azaldigi gozlenmistir.
Hazirlanan mikropartikiillerin deri ile ilacin uzun siire temasin1 saglayan ilag tasiyici
sistem olarak kullanilabilecegi onerilmistir. Bagka bir calismada, PLGA polimeri ile
piiskiirterek kurutma yontemi kullanilarak bupivakainin mikrokiireleri hazirlanmistir.
Koyunlarda yapilan in vivo ¢alisma ile mikrokiirelerden ila¢ salim zamaninin uzadigi
kanmitlanmistir (20). Vitamin C iceren Eudragit® mikrokiirelerinin hazirlandigi baska
bir calismada ise, in vitro salim deney bulgularina dayanarak vitamin C igeren

mikrokiirelerin siirekli salim yaptig1 kanitlanmistir 39).

Tez calismamizda mikropartikiiller, piiskiirterek kurutma (spray-drying)
yontemi ile hazirlanmis olup, Buchi B-290 cihazi kullanilmistir. Son yillarda yiiksek
verimde ve yiikleme kapasitesinde, diizgiin ylizeye sahip, kiiresel mikropartikiillerin
hazirlanmasina olanak vermesi ve basit/tekrarlanabilir/hizli/kolay bir yontem olmasi
ve organik c¢oziiciiden gelen toksik reaksiyonlara neden olmamasi acisindan bu
yontem siklikla tercih edilmektedir (24,25). Ayrica biiylik capta iiretime olanak
saglamasi da bir diger avantajidir. Pavanetto ve ark. (84), piiskiirterek kurutma
yontemi ile model ilag olarak deksametazon iceren sigir serum albumini
mikrokiirelerini hazirlamiglar ve mikropartikiilerin partikiil bityiikliigiiniin 10 pm’den

kii¢iik oldugunu bulmuslardir. Formiilasyonda kullanilan polimer-ilag orani ve farkli
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sicaklik-stabilizasyon kosullarinin, mikrokiirelerin morfolojisi, biiyiikliigii, ila¢ tutma
kapasitesi ve mikrokiirelerden in vitro ilag salim lizerine etkileri
degerlendirmislerdir. Sonug olarak; piiskiirterek kurutma yonteminin hizh bir yontem
oldugu, ilave bir ¢oziicii veya yag faz1 gerektirmedigi ve lipofilik karakterdeki
ilaglarin albumin mikrokiireleri ile hazirlanabildigi ve bu yontem ile biiyiik miktarda
tiretimin yapilabilecegi bildirilmistir. Bir diger calismada ise Santoyo ve ark. (102),
antiviral bir ila¢ olan sidofovir iceren PLGA mikropartikiillerini piiskiirterek kurutma
yontemi ve ¢Oziicli ugurma yontemleriyle hazirlamislardir. Piiskiirterek kurutma
yontemi ile hazirlanan mikropartikiillerin ilag tutma kapasitesinin ¢ok daha yiiksek
oldugunu (%80) saptamiglardir. Huang ve ark. (55) piiskiirterek kurutma yontemi ile
model ila¢ olarak secilen betametazonun mikrokiirelerini hazirlamiglar ve bu
mikropartikiillerin kiiresel, diizgiin ylizeyli ve homojen partikiil bilyiikliigi

dagilimina sahip oldugunu saptamislardir.

Mikropartikiillerin hazirlanmasi icin, oncelikle %0.2 HA konsantrasyonu ile
calisildi ve uygun calisma kosullarin1 belirlemek i¢in cihaz parametreleri (giris
sicakligl, piiskiirtme hizi, aspiratér hizi, pompa akis hizi) degistirildi. Yapilan
literatiir taramalar1 sonucunda, piiskiirterek kurutma yonteminde kullanilan basinglt
havanin akis hizinin artmasi ile, elde edilen mikropartikiillerin biiyiikliigiiniinin
distigii gozlenmistir (44) Peristaltik pompanin hizinin arttirilmasi birim zamanda
pliskiirtiilecek ¢ozelti miktarin1 da arttirmakta sonugta partikiil biiyiikliigii artmakta
ayrica elde edilen kiireler tam olarak kuruyamamaktadir (55). Ayrica, sisteme
uygulanan vakumdaki artis ¢ok kiiciik partikiil biiytikliigiine sahip mikrokiirelerin
¢oziicli buhari ile birlikte ¢ekilerek verimin diigmesine neden olmaktadir. (44) Ayrica
kullanilan ignenin u¢ agiklig1 azaltilirsa piiskiiren ¢ozelti damlaciklarida kiiciilmekte

ve sonugra daha kiiciik mikropartikiiller elde edilmektedir.
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En yiikksek verimin (%92+0.8) giris sicakligt (180 °C), piiskiirtme hizi
(600L/h), aspirator (%100), pompa (%50) kosullarinda elde edildigi bulunmus ve
kafein iceren mikropartikiillerin bu kosullarda caligilmasina karar verilmistir.
Piiskiirterek kurutma yontemi ile bu kosullarda calisma esnasinda, siklon ¢evresinde
partikiiller yapigsmamis ve numune toplama kabinda rahatlikla toplanabilmistir. Dis

sicaklik 80 °C civarinda ve basing yaklasik -75 mBar olarak gozlenmistir.

Polimer konsantrasyonunun salim iizerine etkisi olup olmadigim1 bulmak i¢in
ayrica %0.5 konsantrasyonda HA ile de calisma tekrarlanmistir. Kafein yiiklii
formiilasyonlarda etkin madde icerigi %0.1 olacak sekilde ayarlanmstir.
Mikropartikiillerin karakterizasyon c¢alismalart partikiil biiyiikliigi, etkin madde
yiikkleme kapasitesi ve termal analizler ile degerlendirildi. Sirasiyla %0.2 ve %0.5
HA ile hazirlanan bos (F1 ve F3) ve kafein yiiklii (F2 ve F4) mikropartikiiller i¢in
partikiil boyutu ortalama 22.42 + 0.5, 32.28 + 0.4, 28.28 + 0.2 ve 33.97 + (.3 olarak
bulunmustur. Literatiir taramalar1 sonucunda, kullanilan polimer konsantrasyonunun

artirtlmasinin partikiil biiytikliigiinii arttirdig1 gozlenmistir (83).

Span indeksi partikiillerin homojenliginin bir gostergesi olup, dgo-d;¢/dso
(%10, 50, 90 partikiil biiyiikliigii dagilimi1) formiilii ile hesaplanmaktadir. Span
degerinin 2’nin altinda bulunmasi partikiillerin homojen dagilima sahip oldugunu
gostermektedir (83). SEM calismasi sonucunda, piiskiirterek kurutma yontemi ile
elde edilen kafein yiiklii mikropartikiil formiilasyonunun (F4) kiiresel sekilli oldugu
gozlenmistir. Elde edilen etkin madde yiikeleme kapasitesi ise %88.56 olarak
bulunmus olup, benzer sekilde bu yoOntemle yapilan ¢alismalarda etkin madde

yiikkleme kapasitesi de genellikle %80’in iizerinde bulunmustur (35,6880).

Etkin maddenin formiilasyon i¢indeki fiziksel durumunu degerlendirmek i¢in
DTK calismalar1 yapilmistir. Kafein ve HA fiziksel karisiminda kafeine dair pikler
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goriilmiigtiir. Buna ragmen F3 ve F4 formiilasyonlarinda bu pik kaybolmustur. Bu
durum kafeinin mikropartikiil icinde kristal halde olmayip, amorf halde olmasiyla

aciklanmisgtir.

Formiilasyonlarin sterilizasyonu i¢in UV lamba kullanilmistir. 24 saat UV
kabinde bekletilen mikropartikiillerin sterilite kontrolleri kanli agar besiyerinde
yapilmig, kontrol grubu (Escherichia coli ATCC standart kokeninden 100 koloni
forming unit (CFU) siispansiyon ekilmis besiyeri) ile kiyaslandiginda bulaniklik yani

tireme olmadig1 gézlenmistir.

Hazirlanan mikropartikiill formiilasyonlar1 topikal uygulamada uygun
viskoziteyi verecek jel formiilasyonlar icerisinde dagitilmasi planlanlandi. Ancak,
HA suda ¢oziiniir 6zellikte oldugu icin sistemin organojel olarak hazirlanmasina
karar verildi. Organojeller, organik ¢oziicii ile jel yapici maddeden olusmus yan kati
sistemlerdir. Lesitin organojelleri, farkli fizikokimyasal o6zellikteki molekiilleri
tagiyabilmeleri, deri iritasyonlarinin diisiikk olmasi, deriye penetrasyonu artirmasi,
biyogecimli olmasi, kolay hazirlanabilmesi, stabil olmalar1 gibi iistiinliikleri nedeni

ile son yillarda topikal uygulamalarda tercih edilmektedirler.

Lesitin, tiim yasayan hiicreler i¢cin dnemli bir bilesendir ve Amerikan Gida ve
[lac dairesi tarafindan (FDA) GRAS (Genellikle giivenilir olarak kabul edilmektedir .
Ozgiin lipit molekiiler yapis1 sayesinde kullanildigi formiilasyonlarda birden cok
fonksiyonu iistlenmektedir. Emiilgator, viskozite degistirici ajan, stabiliteyi arttirici
ajan, ¢oziiniirlilk ve penetrasyon arttirici olarak ilag, kozmetik ve gida endiistrilerinde

cok cesitli rollere sahip olmaktadir. (115)

Organojeller, jel yapict madde ve ¢oziicii karisiminin 1sitilmasi ve daha sonra
karistmin sogutulmasi ile hazirlanmaktadir. Calismamizda, lesitin organojelleri

lesitinin izopropil miristat (IPM) iginde 1sitilmasi (40 C°) ve sonra su/gliserin
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karistminin ilave edilmesi ile sogutulmasi yontemi ile olusturulmustur. Hazirlama
sirasinda ¢oziicliniin fazla eklenmesi ve sicakligin fazla artirilmasi, jelin stabilitesinin
bozulmasina ve faz ayrimina yol acmistir. IPM, cildin su kaybin1 6nleyerek, cildi
normal su seviyesinde tutabilmek icin cilt iizerinde su tutucu bir tabaka olusturur.
Su/gliserin karisimi ise daha kivamli ve stabil bir organojel hazirlamasima olanak

verir (72).

Hazirlanan organojeller icine % 0.1 etkin madde oraninda olacak sekilde
kafein, F3 ve F4 mikropartikiil formiilasyonlar1 eklenmis ve bu jel formiilasyonlari
tizerinde, makroskobik incelemeler, pH, reoloji ve viskozite Ol¢iimleri, mekanik
karakterizasyon ve stabilite calismalar yapilmistir. Hazirlanan jellerin sarimsi renkte
ve cilde uygulamak i¢cin uygun pH degerlerinde oldugu bulunmustur (5.75-6.05)

(Tablo 18).

Jel tipi formiilasyonlarda, ilacin gerek {iretim asamasinda gerek
ambalajlanmasinda gerekse kullanimi sirasinda optimum bir viskozite degerine sahip
olmas1 onem tagimaktadir. Bu nedenle, yapilan tiim formiilasyon caligmalarinin bu
yonde incelenmeleri gerekmektedir (72). Etkin madde ve mikropartikiil iceren jeller
icin viskozite degerleri yaklasik 4500 cps olarak olgiildii. Organojeller kafein
ilavesinin de viskozite degeri lizerinde Onemli bir etkisinin olmadigr saptandi

(Tablo17-18).

Ayrica, dondiirme ile jel yapisinda olusabilecek degisiklikleri gozlemlemek
amaci ile organojellerin Haake osilasyon reometresi kullanilarak reolojik kontrolleri
yapildi. Etkin madde icermeyen (O-B), etkin madde yiiklii (O-K) ve mikropartikiil
iceren (O-F4) lesitin organojel formiilasyonlarinin yapilan olgiimleri sonucunda,
jellerinin psodoplastik 6zellikte oldugu gozlendi. Kayma hizindaki artisa bagl olarak
formiilasyonlarin viskoziteleri azalmistir (Kayma ile incelen-shear thinning sistem).
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Osilasyon c¢alismalart i¢in Oncelikle viskoelastik bolgenin bulunmasi igin stress
sweep testi uygulandi ve jellerin ortak kirilma noktasi (crossover point) 10Pa olarak
belirlendi (Sekil 30). G' (elastik modiil) degeri G" (viskoz modiil) degerleri bulunarak
grafik ¢izildi ve organojellerin 0-4 frekans aralifinda gercek jel yapisinda oldugu

(G>@G"), daha sonra ise jel yapisinin bozuldugu gozlendi (G' <G").

Topikal olarak uygulanan yar1 kati preparatlarin, hastanin preparattan
miimkiin oldugunca fayda gormesi i¢in belirli mekanik ozelliklere sahip olmasi
gerekmektedir. Jelin primer ambalajindan kolayca c¢ikabilmesi, siiriilebilmesi,
yayilabilmesi ve adezifligi sayesinde iiriiniin istenen bolgede dagilmadan kalabilmesi
topikal jellerin tasariminda O©nemli parametrelerdir (58). Jellerin mekanik
ozelliklerini tayin etmek icin, Stable Micro System Texture Analyser cihazi

kullanilarak Texture Profile Analysis (TPA) analizleri yapilmistir.

Jellerin mekanik karakterizasyonunda, sertlik, adeziflik, koheziflik,
sikisabilirlik ve elastikiyet parametreleri kullanildi. O-B, O-K ve O-F4
organojellerinin sertlik degerleri sirasiyla 0.011 £ 0.002, 0.025 £ 0.001 ve 0.018 +
0.002 N olarak belirlendi. Bu sonug, topikal olarak jel formiilasyonlarinin
uygulanmasi i¢in uygun bir sertlik degeridir. Jel formiilasyonunu tiipten kolayca
cikarabilmek ve uygulama bolgesine kolayca yayabilmek icin, sikistirilabilirlik
degerinin kiiciik olmasi olduk¢a 6nemlidir. Lesitin organojellerinin sikistirilabilirlik
degerleri yaklasik 0.02 N.mm olarak belirlendi. Adeziflik degeri yiiksek olmasi,
formiilasyonun uygulama bdlgesinde uzun siire kalabilmesini belirleyen bir
parametredir. F4 mikropartikiil formiilasyonu iceren organojellerinin adeziflik ve
koheziflik degerleri sirasiyla 0.042 + 0.002 ve 0.811 £ 0.013 olarak hesaplandi ve bu
degerler topikal olarak jel uygulanmasi icin elverisli bulundu. Son olarak, O-F4

organojellerinin elastikiyet degerleri ise 0.884 + 0.049 olarak hesaplandi. TPA
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analizlerinin sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde, projemizde hazirlanan O-F4
organojel formiilasyonunun topikal uygulama i¢in uygun mekanik 6zelliklere sahip

oldugu soylenebilmektedir.

[laglarin raf 6mrii boyunca ve hasta kullammina ulastig: ana kadar etkin ve
giivenilir olmalar1 gerekmektedir. Bir ilacin stabilitesi denildigi zaman, bir ¢ok faktor
bir arada degerlendirilir: Ornegin bir dozaj seklini olusturan etkin maddenin
kimyasal ozellikleri, formiile giren yardimci maddelerin ilag molekiilii ile etkilesimi,
son iriiniin yiiksek sicaklik, 151k ve rutubet gibi dis ortam sartlar1 ile karsilagsma
ihtimali bir farmasotik iiriiniin stabilitesini belirler. Stabilite bir ilag molekiiliinden
beklenen farmakolojik etkinin goriilebilmesi icin bir 6n sarttir. Bu sebeplerden
dolayi, hazirlanan tiim mikropartikiil ve jel formiilasyonlann (bos ve etkin madde
iceren) 25 £ 2°C ve % 60 + 5 relatif rutubet ve 40 £ 2°C ve % 75 + 5 relatif rutubet
kosullarinda 6 ay siire ile stabilite kabinlerinde bekletilerek formiilasyonlarin
stabilitesi incelendi. Yapilan stabilite calismalar1 sonucunda; 25 + 2°C ve % 60 £ 5
relatif rutubet kosullarinda tutulan numunelere yapilan kontrollerde, mikropartikiil
formiilasyonlardaki etkin madde miktarinda ve partikiil biiyiikliiglinde anlamli bir
degisikligin goriilmedigi, organojellerin ise viskozite, pH degerlerinin ve dis

goriintiglerinin degismedigi belirlendi. (Tablo 17,18).

Formiilasyonlarin karakterizasyon caligmalarinin tamamlanmasimin ardindan,
in vitro salim ve ex vivo difiizyon ¢alismalarina gecildi. In vitro salim ¢alismalart UV
spektrofotometre ile ex-vivo caligmalar ise reseptdr fazda bulunan etkin madde
miktarin ¢ok kii¢iik olmas1 sebebiyle daha hassas bir madde miktar tayinine olanak
saglayan UPSK yontemi ile degerlendirilmistir. Salim calismalarinda difiizyon
hiicreleri kullamlmistir. In vitro ¢alismalar icin diyaliz membranlar kullanilmistir.

Sican karin derisinden ex-vivo penetrasyon calismalari ise franz difiizyon hiicreleri
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kullanilarak yapilmistir. In vitro calisma sonucunda, kafein ¢ozeltisi ile 2. saatin
sonunda %100 salima ulasilitken, %0.5 HA ile hazirlanan mikropartikiiller ile
%0.2’lik ile hazirlananlara kiyasla daha uzun siireli salim elde edilmistir. Genellikle
mikropartikiiler sistemlerden salim partikiil biiyiikliigii, polimer ozellikleri, ylizey
yiikii, etkin madde/polimer oram gibi 6zelliklerle iliskilidir. Bunlara ek olarak salim
hiz1 etkin maddenin ¢oziiniirliigii, molekiil agirligi ve mikropartikiiler sistem i¢indeki
konsantrasyonuna baghidir (17, 115). Organojellerde ise F4 mikropartikiilleri iceren
organojelin (O-F4) formiiliin artan polimer oranina bagl olarak partikiil boyutu,
yiikkleme kapasitesi gibi etkenlerden yavag salima sahip oldugu, 24. saatin sonunda

yaklagik %70 ilac saliverildigi gozlenmistir (Sekil 35).

Sican karin derisinden ex-vivo penetrasyon calismalan ise franz difiizyon
hiicreleri kullamlarak yapilmuistir. Kafein iceren organojel (8262 pg/cm?) ile
kiyaslandiginda, F4 mikropartikiil formiilasyonu iceren organojelden difiizyonun
4676 ug/cm2) yaklasik %50 oraninda azaldig1 gozlenmistir. Bu farklilik istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0.05) (Sekil 36).

In vitro salim ve sican karin derisinden ex-vivo penetrasyon calismalari
sonucunda, kafein yiiklii MP iceren F4 formiilasyonu ile O-F4 formiilasyonlarinin
diger formiilasyonlarla karsilastirildiginda uzatilmis bir salim  gosterdigi
gozlenmistir. Ayrica O-F4 formiilasyonunun yapisinda yer alan ve bir fosfolipit olan
Lesitin, biyolojik membranlarin lipit matriksini olusturmakta ve hiicresel
metabolizmada anahtar rol oynamaktadir. MP lerin ¢eperini olusturan HA ise,derinin
temel yapisinda bulunan ve cildin nemlenmesinden sorumlu, doku yenileyici bir
madde olmasi nedeniyle sunulan formiilasyonun icerdigi bu maddeler sayesinde

kozmetik agidan 6nemli sinerjik ve diizenleyici etkileri bulunmaktadir.
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Calimamizin son bolimiinde mikropartikiillerin in vitro insan dermal
fibroblast hiicrelerinde sitotoksik etkilerinin olup olmadiginin degerlendirilmesi igin
MTT yontemi ile hiicre kiiltiirii calismalan yapilmistir. Sitotoksik oldugu bilinen
TritonX-100 ile inkiibe edilen grupla kiyaslandiginda, kafein yiiklii mikropartikiil
iceren F4 formiilasyonunun hiicre canliligi iizerine anlamli bir olumsuz etkiye neden

olmadig1 sonucu bulunmustur (Sekil37).
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BOLUM V

7 SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz tiim calismalarin sonucunda, HA ile hazirlanan mikropartikiil
formiilasyonlar ile kafeinin saliminin belirgin derecede uzatildigi goriildi. Tez
calismalar1 sirasinda hazirlanan lesitin organojellerinin deride adezyonu artirarak
kalis siiresini artiracagt ve HA mikropartikiil formiilasyonlarinin nemlendirici ve
tedavi edici etkileri ile sinerjik bir etki olusturarak seliilit tedavisinde etkin

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonu¢ olarak; kafein yikli HA mikropartikiil- lesitin organojel
formiilasyonunun topikal seliilit tedavisi icin halen ila¢ piyasasinda bulunan
konvansiyonel preparatlara, kafein + lesitin + HA iceren bir {iriin olarak énemli bir

alternatif olabilecegi diisiiniilmekte ve tarafimizdan sunulmaktadir.
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OZET

HYALURONAN MiKROPARTIKULLERi iCEREN DERMAL
SISTEMLERIN DOKU ONARIMI UZERINE ETKILERININ
INCELENMESI

Seliilit, yag hiicrelerinin irilesmesi ve derinin esnekliginin azalmasi sonucu
olarak dermal hasara neden olan kozmetik bir bozukluktur. Bitkisel ekstrelerden elde
edilen kafein, kan dolagimim arttirici, lipolitik ve lipojenezi inhibe edici etkileri
nedeniyle seliilit tedavisinde tercih edilen bir maddedir. Mikropartikiiller farmasotik
teknoloji alaminda siklikla hazirlanan ilag tasiyici sistemler olup, polimerik yapilar
nedeniyle etkin maddenin kontrollii ve uzatilmis salimimi saglarlar. Bu calismada,
seliilit tedavisinde uzun siire etkili yeni bir bir formiilasyon gelistirilmesi ve

etkinliklerinin optimize edilmesi amaclandi.

Bu amagla, yeni hiicre olusumu/hareketliliginin devamini saglayan ve
nemlendirme oOzelligine sahip dogal deri bilesenlerinden olan hyaliironik asit
(hyaluronan-HA) ile kafein yiiklii mikropartikiiller piiskiirterek kurutma yontemi ile
hazirlandi. Hazirlanan mikropartikiil formiilasyonlarn topikal uygulamada uygun
viskoziteyi verecek lesitin organojel formiilasyonlar icerisinde dagitildi. Hazirlanan
organojel formiilasyonlar1 pH, viskozite, reolojik ve mekanik ozellikler ile
karakterize edilirken, mikropartikiil formiilasyonlar1 partikiil biiyiikliigii, morfolojik
incelemeler ve etkin madde yiikleme etkinligi parametreleri ile karakterize edildi.
Formiilasyonlarin stabilite ¢aligsmalart sonucunda 25 + 2°C ve % 60 + 5 relatif

rutubet kosullarinda 6 ay siire ile stabil kaldiklar1 belirlendi. Termal analizlerin

87



ardindan, mikropartikiillerin diyaliz membrandan in vitro salim ¢aligmalari
gercgeklestirildi. UV altinda sterilize edildikten sonra, sitotoksik etkileri hiicre kiiltiirii
calismalan ile degerlendirildi. Formiilasyonlarin sican karin derisinden ex-vivo
difiizyon c¢alismalar1 yapildi. Mikropartikiil iceren organojel formiilasyonlarindan

kafein saliminin anlamli derecede uzadigi belirlendi (p<0.05).

Sonug olarak; bu tez calismasinda, dogal deri bilesenlerinden olusan bu
dermal formiilasyon ile seliilit ile olusan doku hasarina karg1 hem daha etkin ve hem
de nemlendirme 6zelligine sahip yenilik¢i bir formiilasyon gelistirilmistir. Ayrica,
kafein, HA ve lesitin maddelerinin kombinasyonu ile yapilan formiilasyonlarin doku

onarimu iizerine sinerjik etkisi ilk defa bu tez calismasi ile degerlendirilmistir.
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ABSTRACT

STUDY ON THE EFFECTS OF DERMAL SYSTEMS CONTAINING
HYALURONAN MICROPARTICLES ON DERMAL TISSUE REPAIR

Cellulite is a cosmetic disorder that causes dermal damage as a result of the
hypertrophy of fat cells and decrease in elasticity of the skin. Caffeine derived from
plant extracts is a preferred agent in the treatment of cellulite through the effects of
increase the blood circulation, lipolytic efficacy and inhibiting lipogenesis.
Microparticles are drug delivery systems that are oftenly used in the field of
pharmaceutical technology becouse of the polymeric structures that provides
controlled and sustained release of the active ingredient. The purpose of this study
was to develop and optimize a new formulation of a long-acting treatment of

cellulite.

For this purpose, hyaluronic acid (hyaluronan-HA), a natural constituent of
skin that generates formation and poliferation of new cells having a remarkable
moisterizing ability and caffein loaded microparticles were prepared by spray-drying
method. Prepared microparticle formulations were distributed in lecithin organogels
to give the proper viscosity for topical application. While the prepared organogel
formulations were characterized by pH, viscosity, rheological and mechanical
properties, microparticle formulations were characterized by the parameters of the
particle size and distribution, morphological features and loading efficiency of active
substance. The stability of the formulations was studied at 25 + 2°C and 60 = 5 %
relative humidity conditions and formulations showed good stability for a period of 6
months. Following the thermal analysis, In vitro permeation experiments of the
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microparticles were performed by using dialysis membrane. Cytotoxic activities
were evaluated by cell culture studies. after being sterilized under UV light. Ex vivo
diffusion studies of the formulations were performed using rat abdominal skin and
the results indicates that the release of caffeine increased significantly from the

organogel formulations containing microparticles (p< 0.05).

In conclusion of this study, an innovative therapy. was developed with this
topical formulation containing the natural components of the skin which is not only
more effective in repairing the tissue damage caused by cellulite but has a
moisturizing effect at the same time. Additionally, with the present study the
synergistic effects of caffeine, HA and lecithine combination given in as a new

formulation were evaluated for the first time on tissue repair.
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