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OZET

TEKRARLAYAN DUSUK TEDAVISINE YONELIK TGF-p1 ICEREN
MIKROEMULSIYON SISTEMLERININ HAZIRLANMASI VE
IN VITRO DEGERLENDIRILMESI

Kemal Can DEMIRKILINC

Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2019

Damigman: Dr.Ogr.Uyesi Murat Sami BERKMAN

Gebelik ve bagisiklik sistemi arasinda giiclii bir bag vardir. Temel hedef, gii¢li
antimikrobiyel bagisiklik varliginda se¢ici immiin tolerans, immiinosiipresyon ve
immunomodiilasyon igeren basarili bir gebelik saglamak ve bu durumu siirdiirmektir.
Genellikle ii¢ ya da daha fazla diisiik yapilmasi olarak tanimlanan tekrarlayan diisiik ve
basarisiz tiip bebek tedavisi ayni karakteristik dzelliklere sahiptir. Immiin bozukluk,
tekrarlayan diisiikkte 6nemli role sahiptir ve yiliksek dogal dldiiriicti hiicre aktivitesi bu
durumla ilgisi olan en 6nemli etiyolojilerden birisidir. Cesitli teorik ilke ve klinik verilere
dayali agir1 endometriyal immiin aktiviteyi azaltmayi hedefleyen tedavi, tekrarlayan
diisiik goriilen kadinlarda basariya ulasmustir. Immiinolojik risk faktorii tastyan kadinlarin
immiinoterapi tedavisi gordiikten sonra canlt dogum oraninda anlamli artis gériilmiistiir.
Ayrica, yiiksek besin degeri olan ve formiilasyonda kullanilan soya yagindan dolay:
fitoostrojenik etkisi bulunan iv intralipit emiilsiyonlarin da canli dogumu arttirict
Ozellikte oldugu belirlenmistir.

Son yillarda, transforme edici biiyiime faktorii-p’nin bir izoformu olan TGF-$1’in
tekrarlayan diisilik ve tiip bebek tedavisinde kullanildigini gosteren az sayida da olsa bazi
caligmalar yapilmistir. Bu tez kapsaminda TGF-B1 proteini ve ejakiilat igeren
mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 c¢alisilmis ve bulunan sonuglar etkin maddesiz
emiilsiyon ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. FitoOstrojenik etkiye sahip olmasi

nedeniyle mikroemiilsiyonda yagh faz olarak soya ve keten tohumu yag1 kullanilmistir.

Anahtar Sézciikler: Tekrarlayan Diisiik, TGF-B1, Ejakiilat, intralipit Emiilsiyonu
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ABSTRACT

PREPARATION OF TGF-f1 LOADED MICROEMULSION SYSTEMS FOR
RECURRENT MISCARRIAGE AND /N VITRO EVALUATION

Kemal Can DEMIRKILINC

Department of Pharmaceutical Technology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2019
Supervisor: Assist.Prof.Dr. Murat Sami BERKMAN

There is a strong correlation between pregnancy and immune system. The main
objective is to ensure and maintain a successful pregnancy involving selective immune
tolerance, immunosuppression and immunomodulation in the presence of strong
antimicrobial immunity. Recurrent miscarriage which is usually defined as three or more
abortions and unsuccessful in vitro fertilization have the same characteristics. Immune
disorders play a significant role in recurrent miscarriage and natural killer cell activity is
one of the most important etiology related to this situation. Therapies with various
theoretical principles and clinical data aiming to reduce excessive endometrial immune
activity are successful in women with recurrent miscarriage. A significant increase was
observed in the rate of live births following immunotherapy treatment of women with
immunological risk factors. Furthermore, live birth enhancing property of iv intralipid
emulsions with high nutritional value and phytoestrogenic effect due to the soybean oil
in the formulation was also reported.

In recent years there are some even though few studies with TGF-B1, the isoform
of transforming growth factor-B, for recurrent miscarriage and in vitro fertilization
treatment. In the context of this thesis, TGF-B1 protein and ejaculate loaded
microemulsion formulations were studied and the results were comparatively evaluated
with the placebo emulsion. Soybean and linseed oil were used as the oil phase of

microemulsions due to the pyhtoestogenic effect.

Keywords: Recurrent Miscarriage, TGF-B1, Ejaculate, Intralipid Emulsion
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1. GIRIS ve AMAC

Gebelik, bagisiklik sistemi de dahil olmak iizere anneye ait tiim sistemlerin
fizyolojik uyumunu gerektirmektedir. Giiglii antimikrobiyel bagisiklik varliginda segici
immiin tolerans, immiinosiipresyon ve immiinomodiilasyon iceren basarili ve saglikli
gebelik olusturmak ve siirdiirmek gebelikte temel hedeftir. Karmasik olan gebelik siireci
annenin bagisiklik sisteminde farkli diizeylerde degisiklik igermektedir. Bu
degisikliklerin ¢ogu kismen anlasilmig ve agiklanmis olmasina karsin, yapilan yeni
calismalar gebelik sirasinda annenin dolagimindaki immiin hiicre sayisinda, fenotipinde
ve ¢Ozlinebilir faktor iiretim yeteneginde farkliliga ugradigini gostermektedir.

Tekrarlayan diisiik genellikle {i¢ ya da daha fazla diisiik yapilmasi olarak tanimlanir
ve en onemli nedenleri arasinda kromozal/genetik anomali ve otoimmiin sistem kaynakli
durumlar gosterilebilir. Tekrarlayan diisik ve basarisiz tiip bebek tedavisi ayni
karakteristik 6zelliklere sahip oldugu i¢in, 6zellikle embriyoda erken immiin aracili hasar
her iki tipte de dnemli rol oynamaktadir. Belirli bir nedeni olmayan tekrarlayan diisiik,
trofoblast ve erken embriyoya kars1 anneye ait dogal 6ldiiriici (NK) ve T hiicre aktivitesi
kaynakl1 da olabilir.

Immiin bozukluklar tekrarlayan diisiiklerde onemli role sahiptir ve yiiksek NK
hiicre aktivitesi, bu durumla ilgisi olan en dnemli etiyolojilerden biridir. Tekrarlayan
diisiiklii hastalar yiiksek NK hiicre aktivitesi ile iliskilendirilmis ve ¢esitli immiinoterapi
yontemleri denenmistir. Farkli teorik ilke ve klinik verilerle yiiksek endometriyal immiin
aktiviteyi azaltmayi hedefleyen tedavi yontemleri basariya ulagmistir. Son calismalar
farkli immiin hiicrelerin ve proteinlerin normal gebeligin erken asamasinda etkili
oldugunu gostermistir.

Yardimci iireme teknigi olarak seminal faktorlerin eklenmesi fare, sican, hamster,
koyun ve insanlarda saglikli gebelik olusum oraninda Onemli diizeyde artis
gosterdiginden, bu calismada fonksiyonel immiin tolerans gelismesi i¢in TGF-1 proteini
iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin hazirlanmasi planlanmistir.  Ejakiilatin
icerisinde immiinosiipresan etkili TGF-B1 proteini yiiksek miktarda bulundugu igin
intrauterin ejakiilat uygulama sonrasi dollenmis ovaryumun rahme tutunma sansi
artmaktadir. Bu nedenle, tez kapsaminda TGF-B1 iceren formiilasyonlarla birlikte
ejakiilat iceren formiilasyonlarla da ¢alisilmis, ejakiilatin icerisinden TGF-B1 proteininin
ekstraksiyonu i¢in yontemler gelistirilmis, elde edilen ideal formiilasyonlarda

karakterizasyon ve kararlilik calismalar1 yapilmastir.

1



Fitodstrojenik etkiye sahip olmasi nedeniyle mikroemiilsiyonda yagli faz olarak
soya ve keten tohumu yag kullanilmistir. Hazirlanan  mikroemiilsiyon
formiilasyonlarmin tekrarlayan diisiik ve basarisiz tiip bebek tedavisindeki roliiniin
belirlenebilmesi i¢in  siganlarda inseminasyon yoOntemi kullanilarak embriyo

implantasyonuna etkisi aragtirilmigtir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Emiilsiyon Sistemler

Emiilsiyonlar birbiriyle karismayan iki veya daha fazla sivinin, birbiri i¢inde
damlaciklar halinde dagildig1, homojen goriiniislii heterojen sistemlerdir (Celebi, 2007).
Emiilsiyonlar, hidrofilik ve lipofilik 6zellikte iki fazdan meydana gelir (Sekil 2.1). Dis

faz ayn1 zamanda siirekli faz olarak da adlandilir ve i¢ faz dis fazin igerisinde damlaciklar

halinde dagilmistir (Yazan, 2002a; Yazan, 2012).

G

i¢ faz
(damlaciklar)

N dis faz ‘
(devaml faz) L

Sekil 2.1. Basit emiilsiyon sistemi (Yazan, 2012)

Emiilsiyonlar, damlacik biiyiikliiklerine gore ii¢ baslik altinda incelenebilir;

e Makroemiilsiyonlar

e Nanoemiilsiyonlar

e Mikroemiilsiyonlar

Makroemiilsiyonlar, damlacik biiyiikliigii 100 nm ile 500 um arasinda degisen
emiilsiyon sistemleridir. Bu damlacik biiyiikligl 1sik sagilmasina izin vererek beyaz
renkte goriinmelerini saglar. Nanoemiilsiyonlarin damlacik biytikligi 20 - 200 nm
arasinda degiskenlik gosterir ve makroemiilsiyonlara gore daha kiicliktlir yapidadir.
Nanoemiilsiyonlarda damlacik biiytikliigi 80 nm'ye yaklastiginda bulaniklik goriiliir. Bu
boyutun daha da iizerinde; mikron seviyesinde 6nemli miktarda sagilma nedeniyle beyaz
gorlniirler (Bouyer vd., 2012; Burguera ve Burguera, 2012).

Mikroemiilsiyon ilk olarak Hoar ve Schulman’in biitanol, pentanol, hekzanol kisa
zincirli alkanollerin varlifinda emiilsiyonlarin ¢ok daha kiigiik boyutlu damlaciklara
sahip ¢Ozeltilere doniistiigiinii gézlemlemeleriyle ortaya ¢ikmistir. Nanoemiilsiyonlar

damlacik biyiikligi, icerigindeki su, yag ve yiizey etkin madde (YEM)’den dolay1



mikroemiilsiyonlara benzemektedir. Nanoemiilsiyonlar mekanik gii¢ ile olusturulurken,
mikroemiilsiyon fazlar1 kendiliginden meydana gelir. Baska bir deyisle uygun miktarda
su, yag ve YEM icgeren bir karisimdan spontan olarak mikroemiilsiyon elde edilebilir. Bu
ylizden mikroemilsiyonlar ile diger emiilsiyonlar arasindaki en biiylik farklilik
emiilsiyonlarin iceriginden ziyade, termodinamik karakterinden ileri gelmektedir (Paul
ve Moulik, 1997; Taha vd., 2001; Singh vd., 2011; Singh vd., 2014; Serdaroglu, Oztiirk
ve Kara, 2015). Makroemiilsiyon, nanoemiilsiyon ve mikroemiilsiyon sistemlerin

ozellikleri ve aralarindaki temel farkliliklar Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Emiilsiyon sistemlerin ézellikleri (Burguera ve Burguera, 2012)

Parametre Makroemiilsiyon Nanoemiilsiyon Mikroemiilsiyon
Olusma Mekanik giic ile Mekanik giic ile Kendiliginden
Termodinamik kararlilik Kararsiz Kararsiz Kararlt

Damlacik biiyiikligii 100 nm - 500 pm 20 - 200 nm 10 - 100 nm
Goriiniis Opak (Beyaz) Opak (Beyaz) Berrak

2.1.1. Mikroemiilsiyon sistemler

Mikroemiilsiyonlar, su ve yag gibi birbiriyle karigmayan iki sivinin, YEM ve
yardimci yiizey etkin madde (Y.YEM) yardimu ile tek faz haline getirildigi, su ve yag fazi
arasindaki yiizeyin siirekli ve kendiliginden dalgalandigi dinamik sistemlerdir. Bu
sistemler makroskobik olarak homojen goriintimlii olsa da mikroskobik olarak heterojen
sistemlerdir (Singh vd., 2011; Muzaffar, Singh ve Chauhan, 2013).

Mikroemiilsiyonlar, sudaki YEM’lerin kiimelenmesiyle olusan en kiigiik agregat
olan misellerden olusur. Miseller, su i¢inde dagilmis yag damlaciklar1 (Y/S) ve ters
miseller ise yag icinde dagilmis su damlaciklar1 (S/Y) olarak diisiintilebilir (Sekil 2.2).
Mikroemiilsiyonlar, misellerden daha biiylik damlacik biiyiikliigiine sahip olduklar1 i¢in
“sigkin misel” olarak da bilinirler. Mikroemiilsiyon elde edebilmek i¢in belirli maddeleri
belirli oranlarda karistirma gerekliligi, mikroemiilsiyon ve miseller yapi arasindaki en

bliytik farktir (Chevalier ve Zemb, 1990; Yazan, 2002a; Dhanapal, 2012).
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Sekil 2.2. Misel ve ters misel yap: (http-1)

misel ters misel

Mikroemiilsiyonlar, potansiyel olarak umut vaat etmesi ve iistiinliikleri nedeniyle

birgok aragtirmaya konu olmustur. Geleneksel dozaj sekillerine gore sagladiklari

tistiinliikler asagidaki gibi siralanabilir;

Mikroemiilsiyonlar hazirlanma sirasinda enerjiye ihtiya¢ duymaz,
Mikroemiilsiyonlar termodinamik olarak kararli bir sistem olup, sistemin
kendiliginden emiilsiyonlagmasina izin verir,

Arttirilmis etkin madde ¢6ziiniirliigii ve arttirilmis biyoyararlanima sahiptir,
Lipofilik veya hidrofilik olan dagilmis faz; lipofilik veya hidrofilik etkin
maddeler i¢in potansiyel bir tasiyict sistemdir,

Mikroemiilsiyonlar, etkin maddeler icin siiper ¢dziicli gibi davranirlar. Hem
hidrofilik hem de hidrofobik ¢6ziiclilerde nispeten ¢oziinmeyen etkin maddeler
de dahil olmak iizere hidrofilik ve lipofilik etkin maddeler taginabilir,
Mikroemiilsiyondaki damlaciklarin ortalama cap1 0,22 mm'in altindadir. Bu
nedenle filtrasyon yoluyla sterilize edilebilir,

Istenmeyen tatlarin maskelenmesine yardimci olur,

Y/S tipi mikroemiilsiyonlar, yag fazindaki etkin maddeyi hidroliz ve
oksidasyondan korur (Patravale ve Date, 2009; Singh vd., 2011; Dhanapal,
2012; Singh ve Chauhan, 2013; Singh vd., 2014; Kamaria vd., 2015).

Mikroemiilsyonlarin sahip oldugu sakincalar ise su sekildedir;

Damlaciklarin kararliligi i¢in yiiksek oranda YEM ve Y.YEM kullanilir,
Mikroemiilsiyonlarin kararliligi, pH ve sicaklik gibi ¢cevresel parametrelere bagl
olarak degisebilir,

Kullanilan yiiksek orandaki YEM ve Y.YEM toksik o0zellik gosterebilir
(Muzaffar, Singh ve Chauhan, 2013; Singh vd., 2014; Kamaria vd., 2015).



2.1.2. Mikroemiilsiyonlarin simiflandirilmasi
Diisilk YEM konsantrasyonunda fazlar arasinda genellikle “Winsor fazlar1” olarak

adlandirilan bir denge durumu s6z konusudur (Sekil 2.3).

Winsor I Winsor I1 Winsor IIT Winsor IV

S:su Y:yag  M: mikroemiilsiyon

Sekil 2.3. Winsor 'un denge durumlarina dayali mikroemiilsiyon siniflandirmasi (Peng vd., 2011)

Bu denge durumunda;

e Winsor I’de iki faz denge halindedir. Denge durumunun altinda yer alan Y/S
mikroemiilsiyonu, denge durumunun iistiinde yer alan yag ile denge halindedir.

e Winsor II’de iki faz denge halindedir. Denge durumunun {iistiinde yer alan S/Y
mikroemiilsiyonu, denge durumunun altinda yer alan su ile denge halindedir.

e Winsor III’de ii¢ faz denge halindedir. Ortada yer alan geg¢isli (bikontinyus)
mikroemiilsiyon; en iistte yer alan yag ve en altta yer alan su ile denge halindedir.

e Winsor IV’de yag, su ve YEM tek faz gorliniimlii homojen bir sistemdir

(Muzaffar, Singh ve Chauhan, 2013; Kamaria vd., 2015).

2.1.2.1. Y/S mikroemiilsiyonu: Winsor I

Y/S tipi mikroemiilsiyonlarda i¢ faz1 olusturan yag damlaciklariin etrafi, devamli
faz olan suda dagilmis haldeki YEM ile ¢evrilir. Bu tip mikroemiilsiyon genellikle S/Y
mikroemiilsiyonlardan daha biiyiik bir etkilesim hacmine sahiptir (Singh vd., 2014).

2.1.2.2. 87Y mikroemiilsiyonu: Winsor 11

S/Y tipi mikroemiilsiyonlarda su damlaciklarinin etrafi devaml faz olan yag ile
kaplanmistir. Ters misel olarak bilinen bu tip mikroemiilsiyonlarda, YEM’in hidrofilik
bas kismi (polar) su damlaciklarina yonelmigken, lipofilik kuyruk kismi (apolar) ise yag
fazina yonelmistir (Singh vd., 2014).



2.1.2.3. Gecisli mikroemiilsiyon: Winsor 111

Gegisli (bikontinyus) mikroemiilsiyonlarin igerdikleri su ve yag miktarlari birbirine
cok yakindir. Bu durumda, hem su hem de yag devamli faz olarak bulunur ve damlacik
yapisindan s6z edilemez. Siinger seklinde goriinen diizensiz yag ve su kanallari siirekli
hareket halindedir (Singh vd., 2014). Sekil 2.4°te S/Y ve Y/S tipi mikroemiilsiyonlarin
fazlan ile gecisli mikroemiilsiyonlarin yapisindaki kanallarda emiilsiyon yapici olarak

kullanilan YEM’in yerlesim diizeni goriilmektedir.

S/Y ME Y/S ME bikontinyus ME
su < —
yag iy,

~ -~
off S
\\
D yag l:' su ./ emiilsiyon yapic1

Sekil 2.4. Farkli tipteki mikroemiilsiyon sistemleri (Khodakiya vd., 2012)

2.1.2.4. Tek faz goriiniimlii mikroemiilsiyon: Winsor IV

Su, yag ve YEM/Y.YEM’in homojen olarak karigtigi tek faz gorliintimli
mikroemiilsiyon sistemleridir. Winsor IV smiflandirmasina gore olusan mikroemiilsiyon
Y/S yada S/Y tipinde olabilir. Ortamda, Winsor I durumunda oldugu gibi fazla miktarda
yag ya da Winsor II durumunda oldugu gibi fazla miktar su yoktur (Singh vd., 2014).

2.1.3. Mikroemiilsiyon bilesenleri

Mikroemiilsiyon sistemleri temel olarak 4 bilesenden olusur.

e Sulu faz

o Yagh faz

e YEM

e Y.YEM

Formiilasyonda yer alan temel bilesenler ve diger yardimci maddeler biyolojik

olarak uyumlu, klinik olarak kabul edilebilir ve toksik 6zellikleri en az seviyede olmalidir

(Muzaffar, Singh ve Chauhan, 2013; Singh vd., 2014).



2.1.3.1. Sulu faz

Sulu faz olarak genellikle su kullanilsa da, polar fonksiyonel gruplar1 yardimiyla
suyla karigabilen hidrofilik sivilar da kullanilabilir. Ayni1 zamanda suda ¢oziinen etkin
maddeler, bu maddelerin ¢ozeltileri ve koruyucu maddeler de sulu fazi olusturabilir. Bazi
durumlarda su fazi olarak tampon ¢d6zeltilerinin kullanildigi formiilasyonlara da

rastlamak miimkiindiir (Yazan, 2002a; Singh vd., 2014).

2.1.3.2. Yagh faz

Yag, su ile az karisan ve diisiik polariteye sahip bir siv1 olarak tanimlanir. Yaglar
sadece lipofilik etkin maddeleri ¢ozebildigi icin degil, ayn1 zamanda bagirsak lenf
sistemiyle taginan lipofilik etkin maddelerin fraksiyonunu arttirdigi i¢in de kullanilir.
Yagl faz olarak, su ile karismayan nonpolar 6zellikte ve lipofil grup iceren maddeler
kullanilir. Kullanilacak yag, etkin maddenin ¢ozlinlirligline gore secilir. Coziiniirligiin
fazla oldugu yagin kullanilmasi, yiiklenen etkin maddenin uygun terapotik dozuna daha
az miktarda formiilasyon ile ulagilmasini saglar. Yagl faz olarak bitkisel yaglar, sentetik
yaglar, hidrokarbonlar, yag asitlerinin esterleri, doymus ve doymamis yaglar
kullanilabilir (Yazan, 2002a; Celebi, 2007; Muzaffar, Singh ve Chauhan, 2013).

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda kullanilan yaglara 6rnekler Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda kullanilan yaglar (Patravale ve Date, 2009)

Genel Simf Ornek
Sabit yaglar Soya yagi
Hint yagi
Orta zincirli trigliseritler Kaprik/Kaprilik asit trigliseritleri

(Miglyol® 810, Miglyol® 812, Labrafac™ CC)

Uzun zincirli monogliseritler Gliseril monooleat (Peceol™)

Propilen glikol yag asidi esterleri Propilen glikol monokaprilat (Capryol™ 90)
Propilen glikol monolaurat (Lauroglycol™ 90)
Propilen glikol dikaprilat/kaprat (Miglyol® 840)

Yag asidi esterleri Etil oleat
Izopropil miristat (IPM)
Izopropil palmitat (IPP)

Yag asitleri Oleik asit
Kaprilik asit
Vitaminler Vitamin E




2.1.3.3. YEM

YEM, mikroemiilsiyon sistemleri hazirlanirken yiizeyler aras1 gerilimi diisiirerek
su ve yag fazinin birbiriyle karismasini saglar. Bu sayede, homojen ve kararli emiilsiyon
elde edilmis olur. Sekil 2.5’te gosterildigi gibi YEM, hidrofilik bir bas ve lipofilik bir
kuyruk olmak {izere iki kismindan olusmaktadir. Bu sayede hem polar hem de apolar

¢oziiciilere afiniteleri vardir (Yazan, 2002a; Singh vd., 2014; Kamaria vd., 2015).

polar
) — > hidrofilik
bas
ylzey etkin madde <«
apolar

— lipofilik
kuyruk

Sekil 2.5. YEM sematik gosterimi (http-2)

Mikroemiilsiyonlarin hazirlanmasinda ¢ok farkli tipte YEM kullanilabilir. Bu
maddeler katyonik, anyonik, iyonik olmayan ve amfoterik olarak simiflandirilabilir.
Hidrofilik basin sahip oldugu yiike gore anyonik veya katyonik 6zellik gosterir. Herhangi
bir yiik tasimayanlar iyonik Ozellikte, hem pozitif hem negatif yiik tasiyanlar ise
amfoterik 6zelliktedir (Yazan, 2012; Muzaffar, Singh ve Chahan, 2013). Mikroemiilsiyon

formiilasyonlarinda kullanilan YEM’lere 6rnekler Tablo 2.3’de verilmistir.

Tablo 2.3. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda kullanilan YEM ler (Patravale ve Date, 2009)

Genel Sinif Ornek

Polisorbatlar Polioksietilen-20-sorbitan monooleat (Tween® 80)

Polioksietilen-20-sorbitan monolaurat (Tween® 20)

Sorbitan esterleri Sorbitan monooleat (Span® 80)

Sorbitan monostearat (Span® 60)

Polietilen oksit - polipropilen oksit Poloxamer 188 (Pluronic® F 68)

blok kopolimerleri Poloxamer 407 (Pluronic® F 127)
Polioksietilen alkil eter Polioksietilen-10-oleil eter (Brij® 96 V)
Polioksietilen kastor yagi Polioksietilen-35-kastor yagi (Cremphore EL®)
Fosfolipitler Soya lesitini

Dioleoil fosfatidil kolin




2.1.34. Y YEM

Tek zincirli YEM’ler, mikroemiilsiyon olusumu i¢in yiizeyler arasi gerilimini
yeterince diisiiremezler. Formiilasyona Y.YEM ilavesi, arayiizey filminin farkli egimler
almasi i¢in esnek olmasini saglar. Amfifilik dogasindan 6tiirti, Y.YEM yiizeyler arasinda
birikir ve mikroemiilsiyon damlaciklar1 etrafindaki YEM tabakasina niifuz ederek
ylizeyler arasinda olusan filmin akiskanligini arttirarak etki gosterir. Ara yiizey
akigkanligini arttirmaya yardimer olarak genellikle etanol, butanol ve izopropanol gibi
kisa zincirli alkoller, polietilen glikol ve propilen glikol gibi glikoller, orta zincirli
alkoller, aminler veya asitler kullanilir (Tablo 2.4) (Khodakiya vd., 2012; Muzaffar,
Singh ve Chauhan, 2013; Kamaria vd., 2015).

Ruth ve arkadaslar1 yaptiklari bir calismada, Y.YEM olarak kullandiklar1 etanol ve
butanolun mikroemiilsiyon formiilasyonuna etkisini incelemistir. Mikroemiilsiyon
olugmast i¢in gereken etanol miktarinin, butanolden 7 kat fazla oldugunu gézlemlemistir.
Bu duruma, su fazi ile yilizeyler arasindaki alkol dagiliminin hidrofilik 6zellikte olmasinin
sebep oldugu distintilmiistiir. Etanol ile butanolun ara ylizey/su dagilim orani
karsilastirildiginda, etanoliin oran1 butanole gore ¢ok diistiktiir. Bu nedenle suda cok
¢Oziinen butanolun yarattig1 etkiyi olusturabilmek i¢in ¢cok daha fazla miktarda etanol

kullanilmas1 gerekmistir (Giiven, 2017).

Tablo 2.4. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda kullanilan Y.YEM ler (Patravale ve Date, 2009)

Genel Simf Ornek
Kisa Zincirli Alkol Etanol, Butanol,

Benzil alkol, izopropanol

Alkendiol ve Alkentriol Propilen glikol (PG)
Gliserol
Biitilen glikol
Polietilen glikol (PEG) PEG 400
Glikol eter Dietilen glikol monoetil eter (Transcutol®)

Tetrahidrofurfuril PEG eter (Tetraglikol veya Glikofurol)

Pirolidon tiirevleri N-metil pirolidon (Pharmasolve™)

2-pirolidon (Soluphor P)

Safra tuzlar Sodyum deoksikolat
Organik asit ve tuzlari Kaprilik asit
Sodyum kaprilat

Potasyum sorbat
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2.1.4. Hidrofilik-lipofilik denge sistemi

Griffin’in 1949 yilinda yaptig1 tanima gore, hem hidrofilik hem de lipofilik gruplari
bir araya getiren emiilsiyon yapicilarda, bu iki karsit grubun boyut ve dayanim dengesine
hidrofilik-lipofilik denge (HLB) denir. Kullanimda kolaylik saglamasi i¢in, emiilsiyon
yapicinin hidrofilik ve lipofilik gruplarmin etkin dengelerine 1 ve 20 arasinda sayisal
deger verilmis ve bir cetvel olusturulmustur. Bu sayisal degerler, amfifilik molekiiliin
hidrofilik kisminin yiizde agirliginin bese boliinmesi ile elde edilir. Yiiksek HLB degerine
sahip emiilsiyon yapicilar (HLB>8) hidrofilik 6zellige sahip olup Y/S tipi emiilsiyonlarin
olugmasina neden olurken, diisiik HLB degerine sahip emiilsiyon yapicilar (HLB<6)
lipofilik ozelliktedir ve S/Y tipi emiilsiyonlarin olusmasina neden olur. Hidrofilik ve
lipofilik ozellik gosteren YEM’lerin karisim halinde beraber kullanimlari ile daha
dayanikli Y/S emiilsiyonlarinin olustugunu gosteren bir ¢cok ¢alisma mevcuttur. Ancak,
hazirlanan YEM karisiminin HLB degerini bulmak i¢in basit hesaplamalar yapmak
gerekir. Dayanikli emiilsiyonlarin olusturulabilmesi igin bir diger dnemli faktor yag
fazinin HLB degeridir. Bu degere esit HLB’ye sahip YEM ya da karisim1 kullanilmalidir
(Sajjadi vd., 2003; Pasquali, Taurozzi ve Bregni, 2008; Schmidts vd., 2009).

2.1.5. Mikroemiilsiyon olusum teorileri

Mikroemiilsiyon olusum teorileri ii¢ ana basliga ayrilir.
e Ara ylizey ya da karigik film teorisi
e (Coziintirliik teorisi

e Termodinamik teori (Paul ve Moulik, 1997)

2.1.5.1. Ara yiizey ya da karisik film teorisi

Schulman vd. ve Prince tarafindan ortaya atilan karisik film teorisinde, ara yiizey
filminin, su ve yag fazi1 ylizeylerinde farkli 6zelliklere sahip ¢ift tabakali bir film oldugu
diistiniilmektedir (Paul ve Moulik, 1997).

2.1.5.2. Coziiniirliik teorisi

Coziiniirlik teorisi ilk olarak Gillberg vd. ve Shinoda vd. tarafindan One
stirlilmiistiir. Bu teoriye gore mikroemiilsiyonlar, su ve yagin misel yapilarda ¢oziindiigii

siskin miseller sistemlerdir (Paul ve Moulik, 1997).
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2.1.5.3. Termodinamik teori

Ruckenstein vd. ve Overbeck tarafindan One siiriilen termodinamik teoriye gore
mikroemiilsiyonlarin termodinamik olarak kararli olmalar1 i¢in serbest enerjinin negatif
degere sahip olmasi1 gerekmektedir.

Mikroemiilsiyon olusumdaki serbest enerji;

AG1: Yizeyler arasi serbest enerji

AGz: Damlaciklar arasindaki etkilesim

AGs: Damlaciklarin dagilim entropisinin neden oldugu etki
olmak tizere 3 bilesenden olusur.

Damlacik yaricapiyla (r) serbest enerjideki degisim (AGm) bir esitlik ile verilecek
olursa Esitlik 2.1 elde edilir;

NG () = AGy + AG, — AGy 2.1)

Bu esitlige gore, kararsiz haldeki yapinin dnce kinetik olarak kararli hale geldigi
ardindan da termodinamik olarak kararli hale geldigi goriilmiistiir.

YEM ve Y.YEM’in yiizeyler arasinda birikmesi, ara yiizey geriliminde 6nemli
azalmaya neden olur ve toplam AG'yi negatif hale getirmek i¢in yiizeyler arasindaki
toplam geriliminin neden oldugu pozitif serbest enerjiyi asabilir. Bdylece serbest
enerjideki degisim negatif bir deger alarak termodinamik acidan kararli hale gelen
mikroemiilsiyon kendiliginden olusur. Ruckenstein ve arkadaslarimin bu teorisi,
mikroemiilsiyon olusumunda ylizeyler arasi gerilimin Onemini vurgulamaktadir.
Termodinamik teoriye gore negatif dinamik yiizeyler arasi bir gerilim olusabilir; ancak,
Y/S tipi emiilsiyonlar denge durumunda az da olsa pozitif bir degere sahiptir (Paul ve

Moulik, 1997).

2.1.6. Mikroemiilsiyon hazirlama yontemleri

Mikroemiilsiyon, yag ve su fazi arasindaki yiizey gerilimi ¢ok diisiik seviyeye
ulastiginda elde edilebilir. Yiizeyler arasindaki film tabakasi ¢ok esnek tutulmali ve
kullanilan YEM/Y.YEM miktari, mikroemiilsiyonun yiizeyler arasindaki gerilimini
oldukca diisiik seviyede tutmasi i¢in yeterince yliksek olmalidir. Mikroemiilsiyon
hazirlanmasinda iki farkli yontem vardir.

e Faz doniistiirme yontemi

e Faz titrasyon yontemi
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2.1.6.1. Faz doniistiirme yontemi

Faz doniistiirme yonteminde mikroemiilsiyonlarin faz doniisiimii, fazla miktarda
dagilan fazin ortama eklenmesiyle meydana gelir. Faz doniisiimii sirasinda hem in vitro
hem de in vivo ilag salimini etkileyebilecek pargacik biiyiikligiindeki degisiklikler de
dahil olmak iizere ¢ok hizl1 fiziksel degisiklikler meydana gelir. iyonik olmayan YEM’ler
icin bu doniisim sicaklik degisimiyle elde edilir. Diisiik sicakliktaki Y/S tipi
mikroemiilsiyonu yliksek sicakliktaki S/Y tipi mikroemiilsiyonuna gegise zorlanir.
Sogutma sirasinda mikroemiilsiyon sistemi sifir spontan egrilik noktasina ve minimum
yiizey gerilimine gegerek iyi bir dagilimla yag damlaciklarinin olusumunu saglar. Bu
yontem faz doniisiim sicakligi (PIT) yontemi olarak da bilinir. Sicaklik disinda, pH degeri
veya tuz konsantrasyonu gibi diger parametreler de bu doniisiimde etkili olabilir. Ayrica,
egriligin spontan yarigapindaki bir gecis, kullanilan su miktart degistirilerek de elde
edilebilir. Mikroemiilsiyonun yag fazina su ekleyerek, oncelikle devamli faz olan yag
fazinda su damlaciklar1 olugsmas1 saglanir. Su miktarmin yavas yavas arttirilmasiyla,
dontisiim noktasinda emiilsiyon yapicinin kendiliginden egriligi degisir ve baslangigta
S/Y tipinde olan mikroemiilsiyonun Y/S tipi mikroemiilsiyona doniistiigii goriiliir (Singh

vd., 2014).

2.1.6.2. Faz titrasyon yontemi

Mikroemiilsiyonlar, kendiliginden emiilsifikasyon yontemi (faz titrasyon yontemi)
ile hazirlanabilir ve faz diyagramlari yardimiyla gosterilebilir. Faz diyagraminin
olusturulmasi, farkl bilesenler karistirildiginda aralarindaki etkilesimleri incelemek icin
kullanilabilen faydali bir yontemdir. Mikroemiilsiyonlar, her bilesenin kimyasal yapisina
ve konsantrasyonuna bagl olarak olusur. Faz dengesinin anlagilmas1 ve faz sinirlarinin
sinirlandirilmasi, faz diyagrami olusturmanin temel amacidir. Kuaterner faz diyagrami
(dort bilesenli sistem) zaman alic1 ve yorumlanmasi zor oldugu igin, {i¢ bilesenli sistem
olan {icgen faz diyagraminin kullanim1 daha ¢ok yayginlasmustir. Uggen faz diyagraminin
her bir kosesi belirli bilesenin %100'"inii temsil edecek sekilde tasarlanmis ve diyagramda
mikroemiilsiyon bolgesi dahil olmak tizere farkli bolgeleri bulmak icin yapilandirilmigtir
(Sekil 2.6). Uggen faz diyagramlari, YEM-Y.YEM-yag karisiminin su ile titre
edilmesiyle yada su-yag-YEM karisiminin Y.YEM ile titrasyonuyla elde edilir. Her
ikisinde de mikroemiilsiyonun berrak kaldig1 bolge dikkate alinir. (Celebi, 2007; Singh
vd., 2011; Singh vd., 2014).
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Sekil 2.6. Ucgen faz diyagram: ve farkli fazlarin gosterimi (Akter vd., 2013)

2.1.7. Mikroemiilsiyon karakterizasyonu

Mikroemiilsiyon sistemlerin karakterizasyon caligsmalar1 yapilarindaki gesitlilik ve
karmasikliktan dolay:1 zor olsa da, genellikle sahip olduklar fizikokimyasal 6zelliklere

bagli olarak bir¢ok farkli teknikle gerceklestirilebilir (Yazan, 2002a; Kamaria vd., 2015).

2.1.7.1. Fiziksel goriiniis

Mikroemiilsiyon sistemler optik olarak berrak, akiskan ve homojen goriiniime sahip
olmali; zaman igerisinde faz ayrimi, faz doniisiimii ve kremalasma gibi istenmeyen

kararlilik sorunlart olusmamalidir (Singh vd., 2014).

2.1.7.2. Damlacik biiyiikliigii

Mikroemiilsiyon sistemlerde damlacik biiyiikliigiinde goriilen degisimlerin hem
formiilasyonun fiziksel goriiniisiinti degistirdigi hem de herhangi bir kararsizlik sorununa
isaret edebilecegi unutulmamalidir. Kiigiik acili X-151m1 sa¢ilimi (SAXS), kiiciik agili
notron sagilimi (SANS), statik 151k sagilimi1 (SLS) ve dinamik 151k sagilimi (DLS) gibi
151k sacilimi yOntemleri mikroemiilsiyonlarin boyut ve sekil karakterizasyonunda
kullanilan yontemlerdir. Bu tekniklerin temel ilkesi, bir 151n demetinin 6rnek lizerine
uygulanmasi sonucu sag¢ilan 1sin  yogunlugunun ve acgisinin  kaydedilmesine
dayanmaktadir. Sacilim, radyasyonun farkli kirilma indeksi (1s1k sagilmasi), elektron
yogunlugu (X-1s1n1 sagilmasi) veya niikleer kompozisyon (ndtron sagilmasi) bolgeleriyle

etkilesiminden kaynaklanir (Gradzielski, 2008).
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SAXS tekniginde diisiik acilardaki kaydedilmis sacilma profili; parcacik ya da
damlaciklarin sekil, boyut ve nano yapist hakkinda bilgi verir. Mikroemiilsiyon
damlaciklarinin sekli ve biiyiikliigiiniin belirlenmesinde SAXS'in uygulanmasi, yag ve su
fazlarmin X-1iginlarmi  sagma kabiliyetindeki farka dayanir. Foton korelasyon
spektroskopisi olarak da bilinen DLS yonteminde Brown hareketi altindaki damlaciklarin
hidrodinamik yarigaplarinin oSlgiilmesiyle mikroemiilsiyonlarda damlacik biiytikligi

analiz edilebilir (Acharya ve Hartlery, 2012; Kamaria vd., 2015).

2.1.7.3. Zeta potansiyel

Zeta potansiyel, damlacik ya da parcacik yiizeyi ile elektronétral bolge arasindaki
potansiyel farkidir. Zetametre ile Ol¢iiliir ve birimi milivolttur (mV). Mikroemiilsiyon
kararliliginin degerlendirilmesinde onemli bir parametredir. Ne kadar yiiksek olursa,

damlacik dagilimin dayaniklilig1 da o kadar iyidir (Celebi, 2004).

2.1.7.4. Reoloji

Mikroemiilsiyonlarin reolojik 6zellikleri mevcut damlaciklarin tiiriine, sekline,
yogunluguna ve bu damlaciklar arasindaki etkilesime baglidir. Bu nedenle, mikro yapida
gerceklesen degisimler reolojiye de yansir. Gegisli mikroemiilsiyonlar diisiik kayma
hizindan orta kayma hizina dogru Newton akis 6zelligi gosterir. Diger yandan Y/S veya
S/Y tipindeki mikroemiilsiyonlar, daha genis bir kayma hizinda Newton davranis
gostermektedir. Ancak, bu 6zellikler, mikroyapidaki kii¢lik degisiklikleri algilamak i¢in
yeterince duyarli degildir. Mikroemiilsiyon yapisinin tanimlanmasi ve mikroemiilsiyon
tipinin degismesi reolojik verilere dayanarak yapilamaz. Bu yiizden, reolojik 6zellikler
mikroemiilsiyonlarin karakterizasyonu i¢in diger tekniklerle birlikte kullanilir. (Acharya

ve Hartlery, 2012).

2.1.7.5. Elektriksel iletkenlik

Elektriksel iletkenlik, mikroemiilsiyon karakterizasyonu i¢in ucuz ve basit bir
yontemdir. Bu karakterizasyon yonteminde sulu faz, yagh faz ya da her iki fazin da
siirekli olup olmadigin1 anlasilir. iletkenlik &l¢iimii, mikroemiilsiyon tipini belirlemek ve
bilesimindeki ya da sicakliktaki degisikliklerden kaynaklanan faz sinirlarimi tahmin
etmek i¢in kullanilir (Acharya ve Hartlery, 2012).

15



2.1.7.6. pH

Hazirlanacak mikroemiilsiyonun pH’s1 uygun yardimci maddeler kullanilarak
uygulanacak bolgenin 6zelliklerine gore tasarlanip degistirilebilir. Mikroemiilsiyonda
gerceklesebilecek olas1 pH degisimleri kararlilik ¢alismalar1 kapsaminda da incelenmesi

gereken dnemli bir 6zelliktir (Attwood, 1992).

2.1.8. Mikroemiilsiyon uygulama yollar

Mikroemiilsiyon sistemler farmasotik alanda biiyiikk bir potansiyele ve ilgiye
sahiptir. Topikal, oral, okiiler, parenteral ve nazal olmak iizere ¢cok farkli kullanim alanlari
bulunmaktadir. Ornegin mikroemiilsiyonlarin oral yolla uygulanmasi, peptit ve protein
gibi ilaclarin tasinmasina imkan saglar. Peptitler ve proteinler genellikle oral yolla
verildiginde gastrointestinal sistemde bozunurlar ve terapotik agidan istenen etkiyi
gosteremezler. Bu tiir molekiillerin mikroemiilsiyon sistemleri igerisinde kullanilarak

verilmesi biyoyararlanimi artirir. (Kamaria vd., 2015)

2.1.8.1. Topikal uygulama

Mikroemiilsiyon sistemler ¢ozelti, jel veya krem gibi siv1 veya yari-kati klasik ilag
tasiyict sistemlerle karsilastirildiginda, etkin maddenin deriden gecis 6zelliklerini 6nemli
Ol¢iide arttirmaktadir. Mikroemiilsiyonlarin hem hidrofilik hem de lipofilik etkin
maddelerin ayni formiilasyonda verilmesine olanak saglama 6zellikleri, topikal uygulama
i¢in bu tasiyici sistemlere istiinliik saglar. Etkin maddelerin topikal uygulanmasi sonucu,
etkin madde diger yontemlerde oldugu gibi karacigerden ilk ge¢is etkisine ugramaz,
gastrointestinal sistemde bozunmas1 onlenir ve bdylece olas1 toksik etkilerin de Oniine
gecilmis olur. Bu 6zelliklerinden dolayr da topikal uygulama diger uygulama yollarina
gore lstlinliik gosterir.

Topikal uygulamada normal islevini bozmadan cildin bariyer 6zelliginin iistesinden
gelmek gereklidir. Cilt kanseri, akne, sedef hastalig1, egzama ve mikrobiyal ya da fungal
enfeksiyonlar gibi ¢esitli dermatolojik durumlarda topikal uygulama gereklidir. Topikal
uygulamanin temel amaci, en az sistemik absorpsiyon ile etkin maddeyi ciltteki patolojik
bolgeye hedeflemektir. Topikal uygulama yiiksek miktarda ilk gegis etkisine maruz kalan
ve advers sistematik etkiye sahip etkin maddeler i¢in tercih edilen bir yontemdir

(Patravale ve Date, 2009; Khodakiya vd., 2012; Muzaffar, Singh ve Chauhan, 2013).
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2.1.8.2. Oral uygulama

Geleneksel oral dozaj sekillerine gore mikroemiilsiyon formiilasyonlari, arttirilmis
absorpsiyon, gelistirilmis klinik potens ve azaltilmis ila¢ toksisitesi gibi ozellikleriyle
birgok avantaj saglar. Etkin maddenin gastrointestinal sividaki kararsiz yapisi veya diisiik
¢Oziiniirliige sahip olmasi ilag etkinligini olduk¢a sinirladigi i¢in, oral kullanimla etkili
bir sistem gelistirilmesi 6nemli bir konudur.

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan uygulamaya konulmus
Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemi (BCS), oral ilag emilimini etkileyen faktorler
icerisinde ¢Oziilme, ¢oziiniirliik ve bagirsak permeabilitesini dikkate alan deneysel bir
modeldir.

BCS'ye gore, etkin maddeler asagidaki gibi siniflandirilir:

o Smifl :yiksek gecirgenlik, yiiksek ¢oziintirlik

Smif II : yiiksek gegirgenlik, diisiik ¢oziintirliik

Sif III : diisiik gecirgenlik, yiiksek ¢oziintirliik

Smif IV : diisiik gecirgenlik, diisiik ¢coziiniirliik

Etkin maddelerin bahsedilen 6zelliklerine gore yapilmis olan bu siniflandirmadan
baska, dozaj sekilleri yavas veya hizli ¢oziinme olusturma durumlarina gore de
gruplandirilabilir. Etkin maddenin, en yliksek terapotik dozu 37 °C sicaklikta ve pH 1,0-
7,5 araliginda 250 mL veya daha az miktarda suda ¢6ziiniiyorsa yliksek ¢oziiniirliige sahip
oldugu; uygulanan dozun %90’indan fazlasi emiliyorsa, yliksek gecirgenlige sahip
oldugu kabul edilir. Bu durumun aksine 0,1 mg/mL'nin altinda ¢6ziiniirliige sahip etkin
maddelerde dissoliisyonla ilgili 6nemli sorunlar ortaya ¢ikar ve genellikle 10 mg/mL'nin
altindaki c¢oziiniirliige sahip etkin maddelerde formiilasyon hazirlanmasi sirasinda
coziindiirme ile ilgili zorluklar goriilebilir. Cogu etkin maddenin klinikte rutin
kullanimindaki en 6nemli engel, suda ¢ok az ¢oziiniirliige sahip olmasidir.

Mikroemiilsiyonlar, dissoliisyonla ilgili biyoyararlanim problemlerinin {istesinden
gelme ve suda az ¢oziinen ilaglarin ¢oziiniirliigiinii arttirmada 6nemli role sahiptir. Bu
ozellik BCS smif II veya simif IV ilaglar i¢in dnemlidir. Mikroemiilsiyonlar, bu tiir etkin
maddeler i¢in siiper ¢6ziicii olarak gorev yapar ve uygun biyoyararlanimi elde edebilmek
icin optimize edilebilir. Bunlara ek olarak, protein ve peptit gibi makromolekiiller dahil
olmak {tizere hidrofilik ilaglarin verilmesinde de mikroemiilsiyonlar kullanilabilir

(Muzaffar, Singh ve Chauhan, 2013; Kamaria vd., 2015).
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2.1.8.3. Parenteral uygulama

Parenteral dozaj sekillerinde lipofilik ve hidrofobik etkin maddelerin formiilasyonu
zordur. Siispansiyon sekli kullanilmasinin istenmedigi durumlarda az ¢oziiniir etkin
maddelerin parenteral uygulanmasi, Y/S tipi mikroemiilsiyonlar ile miimkiindiir. Bu
sekilde, genellikle sik uygulama gerektiren etkin maddelerin nispeten daha yiiksek bir
konsantrasyonda hastaya verilmesine olanak saglar. Parenteral niitrisyonda, yagda
cozlinen vitamin ve lipitlerin mikroemiilsiyonu intravendz (i.v.) yolla kolaylikla
uygulanabilir (Kamaria vd., 2015).

Baz1 etkin maddelerin asir1 hidrofobik olmalar1 ve ¢ok az sayida yardimc1 maddenin
parenteral uygulamaya uygun olmasindan dolayi, formiilasyon gelistirmek zordur.
Siklodekstrin inkliizyon kompleksleri ya da PEG 400 ve propilen glikol gibi yardimci
¢oziicliler kullanilarak parenteral uygulama i¢in bazi teknikler gelistirilmistir. Ancak;
yardimc1 ¢oziiciiniin yiiksek kullanim konsantrasyonu, enjeksiyon sirasinda siklikla
agriya neden olmasi ve siklodekstrinlerin komplekslesmesindeki zorluklar bu tekniklerin
kullanimini kisitlamaktadir. Mikroemiilsiyonlar, geleneksel uygulama yollarina alternatif

olarak parenteral yolla kolaylikla kullanilabilecek sistemlerdir (Patravale ve Date, 2009).

2.1.8.4. Okiiler uygulama

G0z, viicudumuzun en 6nemli organlardandir. Okiiler uygulama i¢in formiilasyon
gelistirilirken goziin karmasik fizyolojisi ¢ok iyi bilinmelidir. G6z damlalar1 ve
merhemler gibi geleneksel dozaj sekilleri, okiiler dokunun arka kismina etkin maddenin
ulastirilmasinda yeterince etkili sistemler degildir ve zayif okiiler ila¢ biyoyararlanimi
goriiliir. Bu durumun nedeni korneal epitelyal membranin zayif permeabilitesi, gozyasi
dinamikleri, nazolakrimal drenaj, kan-okiiler bariyerin yiliksek verimliligi, okiiler
anatomik ve fizyolojik kisitlamalarin bir sonucudur (Patravale ve Date, 2009).

[laglarm okiiler biyoyararlanimini artirma ¢abalarinim biiyiik kismi, tasiyici sistem
ve okiiler yiizey arasindaki temas siiresinin arttirilmasina ve korneadaki ilag
gecirgenliginin iyilestirilmesine odaklidir. Mikroemiilsiyonlar, okiiler uygulamada umut
verici alternatif sistemlerdir. Mikroemiilsiyonlarin {iretimi ve sterilizasyonu basit, kolay
ve ucuzdur. Bu sistemler sulu ve yagl bilesenlerden olustugu i¢in hem hidrofilik hem de
lipofilik etkin maddeleri tasiyabilir. Mikroemiilsiyonlar sulu faza sahip olmasi, saydam
ve termodinamik olarak kararli olmalar1 nedeniyle de ilgi uyandiran oftalmik tasiyici

sistemlerdir (Khodakiya vd., 2012).
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2.2. Tekrarlayan Diisiik

Gebelik, anneye ait tiim sistemlerin fizyolojik uyumunu gerektiren karmasik bir
siirectir. Ozellikle gebelik ve bagisiklik sistemi arasinda giiclii bir bag vardir. Gebelikte
temel hedef, giicli antimikrobiyel bagisiklik varliginda secici immiin tolerans,
immiinosiipresyon ve immunomodiilasyon igeren basarili bir gebelik saglamak ve bu
durumu siirdiirmektir. Ancak annenin dolagimdaki immiin hiicre sayisinda, fenotipi ve
ozelliklerinde, ¢oziinebilir faktor iiretim yeteneginde farkliliklar oldugu da gortilmektedir
(Luppi, 2013).

Diinya Saglik Orgiitii, gebeligin 20. haftasindan dnce gebeligin sonlanmasini veya
fetus dogum agirliginin 500 g’dan daha az olmasini diisiik olarak tanimlamaktadir (Deniz,
Baykus ve Kavak, 2016). Baska bir ifadeyle diisiik, fetlisiin yasayabilirlige ulasmadan
once spontan olarak meydana gelen gebelik kaybidir ve gebeligin en yaygin
komplikasyonudur (Rai ve Regan, 2006).

Tekrarlayan diisiik genellikle li¢ ya da daha fazla ardisik diisiik yapilmasi olarak
tanimlanir ve kadinlarin yaklasik olarak %1-3"inii etkiler. Daha 6nce canli dogumun hig
olmadig1 tekrarlayan diisiik ve canli bir dogumun ardindan baslayan tekrarlayan diisiik

olmak iizere iki farkli durumundan s6z edilebilir (Quenby, 2010; Toth vd., 2010).

2.2.1. Tekrarlayan diistigiin bilinen risk faktorleri

Anatomik bozukluklar, enfeksiyon hastaliklari, endokrin bozukluklar, immiin
bozukluklar ve genetik faktorler tekrarlayan diistikteki risk faktorleri arasinda yer alir
(Toth vd., 2010). Tekrarlayan diisiigii etkileyen faktorler ve yiizdeleri Sekil 2.7°de

Ozetlenmistir.

B % 40-50 aciklanamayan

O % 2-5 genetik faktorler

B % 10-15 anatomik bozukluklar
@ % 20-25 immiin bozukluklar
B % 0.5-5 enfeksiyon hastaliklari

@ % 17-20 endokrin bozukluklar

Sekil 2.7. Tekrarlayan diisiigii etkileyen faktéorler (Ford ve Schust, 2009)
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2.2.1.1. Anatomik bozukluklar

Anatomik bozukluklar, tekrarlayan diisiik vakalarinin %10-15"ini olugturmaktadir.
Endometriumun damar sistemindeki bozukluklar, genellikle anormal ve yetersiz
plasentasyona yol acarak diisiige neden olur. Bu nedenle, endometriumun yapisindaki
damarlanmay1 engelleyebilecek anomaliler tekrarlayan diisiikte potansiyel sebep olarak
diistiniilebilir.

En sik goriilen uterin gelisim bozuklugu, uterin septumdur. Tiim anatomik
bozukluklarin %80-90’1n1 olustururken, tekrarlayan diisiik vakalarinda %3,5 oraninda
goriilmektedir. Uterin septum bagarisiz gebelikle en sik goriilen bozukluk olmamasina
ragmen, tekrarlayan diisiik vakalarinda cerrahi miidahale ile tedavi edilebilen en kolay

bozukluktur (Ford ve Schust, 2009; Deniz, Baykus ve Kavak, 2016).

2.2.1.2. Enfeksiyon hastaliklar:

Tekrarlayan diisiik vakalarinda bakteriyel ya da viral enfeksiyonlarin tekrarlayan
diisiige neden olduguna dair tartigmalar giiniimiizde hala devam etmektedir. Cinsel yolla
bulasan hastalik etkenlerinden Chlamydia trachomatis, kadinlarda servisit ve tiretrit gibi
enfeksiyonlara neden olurken, plasenta ve fetlise giden yol olan servikste bulunmasi
durumunda tekrarlayan diisii§e neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak, gebeligin ilk
trimesterinde enfeksiyonlarin rolii hala tartisilmaktadir. Vajinal disbiyozun artan
enfeksiyonlara, prostaglandin salinimina, ardisik servikal yetmezlige, erken membran
rliptiiriine ve gec¢ gebelik kaybina veya erken doguma neden olabilecegi de oOne

stiriilmektedir (Kopuz, 2008; Toth vd., 2010; Deniz, Baykus ve Kavak, 2016).

2.2.1.3. Genetik faktorler

Erken donemde yasanan tekrarlayan diisiiglin en biiyiik sebeplerinden biri genetik
faktorlerdir ve genetik anomaliler fetal veya maternal kaynakli olabilir. Embriyonun
karyotipindeki anomali ¢ogu diisiigiin sebebidir. Genetik faktdrlerden kromozom
bozukluklar1 erken donemde yasanan tekrarlayan diisiiklerin %50’sinden sorumludur ve
ikincil tremesterdeki kayiplarda ise %30 gibi yiiksek bir paya sahiptir. Tekrarlayan
diisiikte genetik anomalilerin %90’ 1ndan fazlas1 andploidi ya da poliploidi gibi sayisal
bozukluklardan, kalan genetik anomaliler ise translokasyon, inversiyon ya da mosaizm
gibi yapisal bozukluklardan kaynaklanmaktadir (Cetin, 2014; Deniz, Baykus ve Kavak,
2016).
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2.2.1.4. Endokrin bozukluklar

Tekrarlayan diisiiklerin %17-20’sini olusturan endokrin bozukluklar arasinda luteal
faz defekti, polikistik over sendromu (PKOS), seker hastaligi, tiroid hastaligi ve
hiperprolaktinemi sayilabilir. Kontrol altina alinan seker hastalig1 tekrarlayan diisiik i¢in
risk olusturmazken, kontrol altina alinmayan hastalarda ise yiiksek seviyede olan
hemoglobin Alc, tekrarlayan diisiik riskini artirmaktadir. Tedavi edilmemis hipotiroidin,
spontan ve tekrarlayan diisiik ile iliskili olsa da; Gtiroid hastalarinda, antitiroit antikorlari
ve tekrarlayan diisiik arasindaki iligki su an i¢in tam olarak agiklanamamuistir. Yapilan bir
calismada 6troid sendromu olan ve tekrarlayan diisiik tanis1 konulmus kadinlarda, tiroid
otoantikor varlig1 ile devamindaki gebelik basarisi arasinda bir iligski bulunamamaistir (Rai

ve Regan, 2006; Ford ve Schust, 2009; Chetty ve Duncan, 2014; Cetin, 2014).

2.2.1.5. Immiin bozukluklar

Cok karmasik olan gebelik siireci annenin bagisiklik sistemindeki degisiklikleri de
icermektedir. Memeli bagisiklik sistemi, monositler ve nétrofiller gibi dogustan gelen
bagisiklik sisteminin belirli bilesenlerini aktive ederken, potansiyel olarak tehlikeli T
hiicresi aracili immiin cevaplari azaltacak sekilde gelismistir. Bagisiklik sisteminin farkl
bilesenleri arasindaki bu essiz diizensizlik annenin hamilelige adaptasyonunda 6nemli bir
rol oynamaktadir (Luppi, 2013).

Yapilan bir ¢ok calisma, tekrarlayan diisiik ve implantasyon basarisizliginin
etiyolojisinde immiinolojik bozukluklarin 6nemli bir rol oynadigi gostermektedir.
Yiiksek NK hiicre aktivitesi ve antifosfolipid antikorlar: tireme bozuklugunun en yaygin
immiinolojik nedenleri arasindadir. Bunlarin disinda, tekrarlayan diisiikte sitokin ve
bliylime faktorii gibi immunosupresif faktorlerin de etkili oldugunu bilinmektedir
(Gorgiilii, 2009; Kumar ve Mahajan, 2013; Durmus, 2015).

Tekrarlayan diisiik, trofoblast ve maternal T ve NK hiicrelerinin yiiksek miktardaki
CD4" ve CD25" alt grup sitotoksisitesinden veya Thl ve Th2 hiicre fonksiyonlarindan
ileri gelebilir. Asir1 endometriyal immiin aktiviteyi azaltmayi hedefleyen gesitli teorik
ilkeler ve klinik verilerle tedavi tekrarlayan diisiiklii kadinlarda basariya ulasmistir. Son
caligmalar farkli immiin hiicre ve proteinlerin normal gebeligin erken dénemlerinde
onemli bir role sahip oldugunu gostermistir. Erken embriyonun T ve NK hiicre aracili
reddetmeye kars1 savunmasiz olusu immiin bazl tedavilerin yiiksek diizeyde etkili olmasi

gerektigini gostermektedir (Bansal, Bajardeen ve Thum, 2012; Durmus, 2015).
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%20 oraninda soya yagi igeren bir serum inflizyonu olan Intralipit®’in, T hiicreleri
aktivasyonu ve proinflamatuvar sitokin salimindaki etkisi incelenmis; ancak, NK
hiicrelerindeki aktivator rolii ve sitotoksisitedeki etkisi iizerinde ¢ok durulmamistir. Az
sayida yapilan ¢aligmalardan ¢ikan sonug, Intralipit® in NK hiicrelerinin sitotoksisitesini
azaltmada etkili oldugudur. Yapilan bir ¢calismada ise Intralipit®’in, tekrarlayan diisiiklii
50 kadinin 47’sinde NK sitotoksisitesini baskiladig belirtilmis; dogum agisindan klinik
yararlar1 agiklanmamistir (Bansal, Bajardeen ve Thum, 2012).

Yapilan bagka bir ¢alisma Intralipit® uygulamasinin canli dogum oranimi arttirdigini
ve in vitro uygulamalarda oldugu gibi in vivo uygulamalarda da NK hiicrelerinin
sitotoksisitesini baskilamada etkili oldugunu gostermektedir (Tablo 2.5). Bu calismada
anormal NK hiicre aktivitesine sahip 50 kadin hasta %20 Intralipit® infiizyonu ile tedavi
edilmis ve NK hiicre aktivite sonuclar1 haftalik olarak dl¢iilmiistiir. Hastalar, anormal NK
hiicre aktiviteleri %15’in lizerinde ve % 15’in altinda olmak iizere iki gruba boliinmiistiir.
NK hiicre aktivitesi %15’in altinda olan hastalarin neredeyse hepsinde (%89,3) ilk
Intralipit® inflizyonundan sonra NK hiicre aktivitesi normal sinir olan %10’un altina
diismiistiir. NK hiicre aktivitesi %15’in iizerinde olan bazi hastalarda (%43,8) ise NK
hiicre aktivitesi normal sinirlara ancak ikinci inflizyondan sonra diisebilmistir. Intralipit®
inflizyonu uygulanan 50 kadimnin 39’unda (%78) birinci hafta sonrasinda NK hiicre
aktivitesi normal sinira diismiis, 11’inde (%22) ise diisiis olmasina ragmen normal sinirin
tistliinde kalmistir. NK hiicre aktivitesi normal sinirin tizerinde kalan bu hastalara 2-3 hafta
sonra ikinci defa inflizyon uygulanmis ve bir sonraki hafta 10 hastanin NK hiicre
aktivitesinin normal sinira diistiigii goriilmiistiir. 4 hastaya ise 2 haftalik siire igerinde {i¢
Intralipit® uygulamasi yapilmig ve lgiincii infiizyondan sonra NK hiicre aktivitesi
hepsinde normal smira gelmistir. 47 hastadaki Intralipit® etkisi 6 ile 9 hafta arasinda
bitmigtir. 2 hastada 5 hafta, 1 hastada ise 4 hafta boyunca etkinin devam ettigi
goriilmiistiir (Roussev vd., 2008; Kumar ve Mahajan, 2013).

Tablo 2.5. Intralipit® uygulamasimin anormal NK hiicre aktivitesini baskilamasi (Roussev vd., 2008)

iIk infiizyondan sonra ikinci infiizyondan sonra Baskilama siiresi
Anormal Nka  baskilanmms NKa baskilanmig NKa suresl

> %10,0 <%10,0 > %10,0 <%10,0 4-6 hafta 6-9 hafta
> %15 (n=16) 7 (%43.8) 9 (%562) 1 6 1(%63) 15 (%92,7)
<%15 (n=34) 4 (%I17) 30 (%89,3) ; 4 2(%5,.9) 32 (%94,1)
Toplam (n=50) 11 (%22,0) 39 (%78.0) 1 10 3(%6,0) 47 (%94.,0)
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2.3. Transforme Edici Biiyiime Faktorii

Sitokinler gesitli hiicre tipleri tarafindan tretilip salgilanan, glikoprotein yapisina
sahip 8-25 kDa molekiil agirliginda tek zincirli proteinlerdir. Sitokinler, hiicre biiyiimesi,
hiicre iyilesmesi, hiicre aktivasyonu, doku yenilenmesi, bag doku olusumu, morfojenez,
inflamasyon ve immiinolojik cevap olusumu gibi 6nemli biyolojik olaylar1 diizenlerler.
Sitokinler lenfositler tarafindan tiretilirse lenfokin, monosit veya makrofajlar tarafindan
tiretilirse monokin, immiin sistemin diger hiicreleri tarafindan {iretilirse interferon,
interlokin, timor nekroz faktorii (TNF), transforme edici biiyiime faktorii (TGF) veya
epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi ¢cok farkli sekillerde adlandirilir (Yetkin ve Celebi,
2001; Akdogan ve Yontem, 2018).

TGF-B, hiicre aktivitesinin diizenlenmesinde rol alan ¢ok islevli bir biliylime
faktoriidiir. Islevleri arasinda hiicre biiyiimesi, hiicre proliferasyon ve diferansiasyonu,
dokularin  yeniden modellenmesi, ektraseliller matris olusumu, hiicre yiizey
molekiillerinin kontrolii, immiinoregiilasyon, anjiyogenez ve apoptoz yer alir (Das vd.,
1992). TGF-B’nin ayrica gonad ve sekonder seks organ gelisimi, spermatogenez ve over
fonksiyonu, gebeligin immiinoregiilasyonu, embriyo implantasyonu ve plasenta gelisimi
ile ilgili rolleri tanimlanmistir. implantasyon sirasindaki embriyo uterin iliski bu
islemlerin hepsini kapsadigindan, bu biiyiime faktorlerinin preimplantasyon déneminde
O6nemli bir rol oynadigi diistiniilmektedir (Godkin ve Doré¢, 1998).

TGF-B’nin 5 farkl izoformu vardir ve bunlardan TGF-B1, TGF-p2 ve TGF-33
memelilerde bulunur (Giiner, Ozmen ve Bayindir, 1997). Hem TGF-B1 hem de TGF-p2
mRNA’sinin gebeligin 1-4’{lincii giinleri arasinda fare uterusunda luminal ve glandiiler
epitel hiicrelerde, stromanin ekstraseliiler matrisinde ve desidual hiicrelerde oldugu
gosterilmistir (Shooner vd., 2005). Ayrica Ostrojen ve progesteron hormonlarinin
endometriyal ve stromal hiicrelerdeki etkinliginin TGF- gibi molekiiller iizerinden
gerceklestigi diisiiniilmektedir. Bir sigan calismasinda FSH ve hCG ile hiperstimiilasyon
yapilan si¢anlardan alinan uterus 6rneklerinde subluminal stromadaki TGF-f1 ve TGF-
B2 boyamalarinin daha zayif oldugu ve bunun da endometriyal ¢evreyi bozarak basarili
embriyo implantasyonunu etkiledigi saptanmistir (Jovanovic ve Kramer, 2010). Yakin
zamanda yapilan caligmalar TGF-B’nin embriyo implantasyonunda 6nemli immiin-
diizenleyici ve antiinflamatuvar rol oynadigini ve yine gebelik immiin toleransinda
onemli rol alan diizenleyici T (Treg) hiicrelerinin olusumu ve farklilasmasindan sorumlu

oldugunu gostermistir (Guerin vd., 2009). TGF-B1’in azalmis ekspresyonu sonucu artan

23



proinflamatuvar sitokinlerin ve Treg hiicrelerinin azalmasinin embriyo implantasyonu ile
iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir (Guerin vd., 2009). insan hiicreleri ile yapilan in vitro
bir caligmada seminal plazmanin Th hiicrelerden, 6zellikle TGF-f gibi immiinsiipresif
sitokinlerin salimmasindan sorumlu olan Treg hiicrelere konversiyonu tetikledigi
gosterilmistir (Balandya vd., 2012).

Sitokin tireticisi CD4" T hiicreleri antijenlere karsi immiin cevabin verilmesinde, B
hiicreleri tarafindan gergeklestirilen antikor liretiminin diizenlenmesinde ve sitotoksik T
hiicrelerinin iglevinde 6nemli role sahiptir. CD4" T hiicreleri salgiladiklar1 sitokin
profiline ve 6zel transkripsiyon faktorlerine gore 4 farkli grupta incelenir. Bu gruplar;
Th1, Th2, Th17 ve Treg hiicreleridir. CD4" T hiicrelerinden farklilasan Treg ve Th17
hiicrelerinin inflamatuvar ve antiinflamatuvar etkileri birbirinden farklidir. CD4" T
hiicreleri IL-6 ve TGF-B etkisi ile Th17 hiicrelerine déniisiirken, IL-6 yoklugunda ve
yalnizca TGF- varliginda Treg hiicrelerine doniistir (Guerin vd., 2009; Wang vd., 2010a;
Chen vd., 2011; Mutluay ve Oner, 2016). Treg lenfositlerinin gebelikte oynadiklari
onemli roller, ilk kez 2004 yilinda farelerde yapilan calismalarla gosterilmistir. Treg
hiicrelerinin en erken ciftlesme sonrasi uterusu drene eden lenf nodiillerinde tespit
edildigi bildirilmistir. IL-10 ve TGF-B'nin immiin baskilama sirasinda arttig1 ve gebelik
siirecinde &nemli roller oynadig1 bilinmektedir (Mutluay ve Oner, 2016).

Th17 hiicreleri giiglii bir proinflamatuvar sitokin olan IL-17 salgilar ve inflamatuvar
reaksiyonlarda 6nemli rol alir. Bunlar arasinda otoimmiinite, alerji, organ nakli reddi ve
gebelik problemleri yer alir (Wang vd., 2010b; Steinborn vd., 2012). Treg hiicreleri ise
lenfositlerin inhibitor alt popiilasyonudur ve TGF-f iireterek immiin cevabi baskilar.
Aciklanamayan tekrarlayan diisiiklii hastalarda Th17 hiicrelerinde artma ile birlikte Treg
hiicrelerinde azalma oldugu saptanmistir (Wang vd., 2010b; Liu vd., 2011; Steinborn vd.,
2012). Saifi ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada implantasyon agisindan periferik
kan lenfosit oranlarina bakilmis ve aciklanamayan tekrarlayan diisiikleri olan hastalarda
Treg oraninin daha diisiik, Th17 oraninin ise belirgin olarak daha yiiksek oldugu
bulunmustur (Saifi vd., 2014).

TGF-B bilinen en giiclii immiinsupresif molekiillerden biridir. TGF-f immiin
sistemin efektor T (Thl ve Th2) hiicre fonksiyonlarmi ve sitostatik T hiicrelerini
baskilayarak, Treg hiicrelerini ise aktifleyerek immiin ve inflamatuvar cevabi

baskilamaktadir (Vural, 2010).
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

1-2-Propandiol
2-Propanol
Akrilamit/Bisakrilamit (%30)
APS (%99)
Brillant Blue G
DCM

DMEM

DMSO

Etanol

FBS

Glasiyel asetik asit
Gliserol

Glisin

Izopropil Alkol
Keten Yagi
Metanol

MTT boyasi
Propilen Glikol 400
Soya Yagi

SDS

TEMED

Trizma Baz
Tween 20®
Tween 80®

TGF-B1

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Applichem
Amresco

Sigma-Aldrich

Biological Industries

Applichem
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Merck

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Applichem,
Merck

Merck

Merck
Applichem
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Sigma-Aldrich
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Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
ABD

Almanya
[srail

Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya

Almanya



3.2. Kullanilan Cihazlar

Analitik Terazi

Biiyiik Kapasiteli Santrifiij
Buzdolabi

CO’li Etiiv

Cytation 5 Plaka Okuyucu

Damlacik/Par¢acik
Biiyiikliigii Analiz Cihazi

Derin Dondurucu
Dondurucu (-20°C)
Dondurucu (-80°C)
Dijital Biiret
Distile Su Cihaz1

Floresan mikroskop
Gii¢c Kaynagi

Invert Mikroskop
Kararlilik kabini
Kondiiktometre
Laminar Akis Kabini

Mekanik Karistiric
Otoklav

Ph Metre

Plate Okuyucu
Reometre

Santrifiij

Santrifiij

Steril Kabin

Mettler Toledo Xsel05
Eppendorf 5810
Arcelik No Frost

Hera Cell 2401

BioTek

Zeta Sizer Nano Series
Liebher Medline Lgex 3410
Arcelik

New Brunswick Scientific
Brand Titrette

Millipore

Leica 400DMI

Consort E&61

Leica DMIL

Aymes

Mettler Toledo Sevencompact
Heal Force

Heidolph Rzr 2102

Hirayama

Mettler Toledo Sevencompact
Cytation 5

Brookfield Rvdv-Iu Cp
Eppendorf Centrifuge 5417r
Hettich Rotina 420r

Biowizard Xtraline 130
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ABD
Almanya
Tirkiye
Amerika

ABD

Ingiltere
Almanya
Tiirkiye
Amerika
Almanya
Fransa

Almanya
Belgika
Almanya
Tiirkiye
ABD
Cin
Almanya
Japonya
ABD
ABD
ABD
Almanya

Almanya

Finlandiya



Ultrasonik Banyo Elma T470/H Almanya
Yatay Elektroforez Cihaz1 Thermoscientific Amerika

Zeta Potansiyel Analiz Cihazi Zeta Sizer Nano Series Ingiltere
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4. YONTEMLER
4.1. Mikroemiilsiyon Formiilasyonlar1 Hazirlanmasi

Hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda yagli faz olarak keten yagi ve soya
yag1, YEM olarak Tween 80®, Tween 60®, Tween 20® ve Span 80%®, Y.YEM olarak ise
polietilen glikol 400 (PEG 400), 2-propanol, 1-2-propandiol, izopropil alkol ve gliserol

kullanilmistir. Sulu faz olarak ise distile su kullanilmistir.

4.2. Mikroemiilsiyon Formiilasyon Denemeleri

Ideal ve kararli bir Y/S mikroemiilsiyon sistemine ulasabilmek icin 6ncelikle etkin
madde icermeyen mikroemiilsiyon formiilasyonlari iizerinde deneme ¢aligmalarina
baslanmistir. YEM ve Y.YEM farkh oranlarda (1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 2:3,
3:2, vb.) karistirllmis ve toplam 10 g iizerinden 9 ayr1 formiilasyon olacak sekilde

planlama yapilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Mikroemiilsiyon formiilasyon denemeleri igin ornek tablo (1:1)

Formiilasyon Yag (g) YEM:Y.YEM (g) YEM+Y.YEM (g)
F1 1,00 4,50 : 4,50 9,00
F2 2,00 4,00 : 4,00 8,00
F3 3,00 3,50:3,50 7,00
F4 4,00 3,00 : 3,00 6,00
F5 5,00 2,50:2,50 5,00
F6 6,00 2,00 :2,00 4,00
F7 7,00 1,50 : 1,50 3,00
F8 8,00 1,00 : 1,00 2,00
F9 9,00 0,50:0,50 1,00

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in faz titrasyon yontemi
kullanilmistir. Yag, YEM ve Y.YEM karisimlar1 oda sicakliginda ve gerekli goriildiigii
durumlarda ise su banyosunda sabit sicaklikta tutularak mekanik karistirict ile 100-500
rpm araliginda degisen hizlarda karistirilirken, biiret ile damla damla su eklenmistir. Bu
isleme, distile su eklenmeden 6nce saydam bir goriiniime sahip olan karigimlar icin
bulaniklik goriilen noktaya kadar devam edilmis ve karigimin bozulmadan i¢ faza

alabildigi distile su miktart mL cinsinden kaydedilmeye ¢alisilmistir.
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Soya yag1 ve keten yagi kullanilarak 10 g formiilasyon olacak sekilde hazirlanan
deneme formiilasyonlari, degistirilen bilesen ve parametreler Tablo 4.2°de 6zetlenmistir.
Ayrica YEM olarak Tween 60®, Tween 20® ve Span 80® ile karisimlari ve Y.YEM olarak
izopropil alkol ve gliserol kullanilarak da denemeler yapilmis ve mikroemiilsiyon
olusumundaki rolleri degerlendirilmistir. Formiilasyonlar hem 25+1°C hem de 40+1°C
sicaklikta hazirlanmistir. Ayn sekilde, biitiin formiilasyonlar i¢in uygulanan karistirma

hiz1 hem diisiik hem de yiiksek seyiyede tutulmustur.

Tablo 4.2. Mikroemiilsiyon deneme ¢alismalar

Yag YEM Y.YEM Oran* Sicaklik (°C) rpm

Soya / Keten Yagi Tween 80 PEG 400 1:1 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 PEG 400 2:1 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 PEG 400 3:1 25740 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 PEG 400 4:1 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 PEG 400 1:2 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 PEG 400 1:3 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 PEG 400 1:4 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 PEG 400 2:3 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 PEG 400 3:2 25740 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 2-Propanol 1:1 25740 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 2-Propanol 2:1 25740 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 2-Propanol 3:1 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 2-Propanol 4:1 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 2-Propanol 1:2 25740 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 2-Propanol 1:3 25740 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 2-Propanol 1:4 25740 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 2-Propanol 2:3 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 2-Propanol 3:2 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 1-2-propandiol 1:1 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 1-2-propandiol 2:1 25740 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 1-2-propandiol 3:1 25740 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 1-2-propandiol 4:1 25740 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 1-2-propandiol 1:2 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 1-2-propandiol 1:3 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 1-2-propandiol 1:4 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 1-2-propandiol 2:3 25/40 100-500
Soya / Keten Yagi Tween 80 1-2-propandiol 3:2 25/40 100-500

*YEM ve Y.YEM arasindaki orani belirtmektedir.
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4.3. Ucgen Faz Diyagrami Hazirlanmasi ve ideal Formiilasyonlarin Belirlenmesi

Mikroemiilsiyon formiilasyon denemeleri asamasindan sonra liggen faz diyagrami
hazirlanmasi ve ideal formiilasyonlarin belirlenmesi i¢in ¢aligmalara baslanmistir. Bu
asamada saydam bir goriiniime sahip olan mikroemiilsiyonlar kullanilmistir. Oncelikle
farkli oranlarda YEM/Y.YEM karisimina sahip formiilasyonda yer alan ve agirlik olarak
bilinen yag, YEM/Y.YEM ve distile su miktarlar1 yiizde oranlara doniistiiriilmiistiir. Her
bir formiilasyondan elde edilen yiizde degerler nokta olarak iiggen faz diyagramina
gecirilip, distile suyun %100 oldugu kdseden kars1 kenara dogru ¢izgiler ¢izilerek kapali
bir alan olusturulmus ve mikroemiilsiyonlarin liggen lizerinde kapladiklar1 bolgeler
cizilmistir. Cizilen her bir kapali alan, o noktalarda mikroemiilsiyon olusabilecegini
gosteren bolgeleri temsil etmektedir.

Farkli oranlarda yapilan her ¢aligsma igin, farkl bir tiggen faz diyagrami ¢izilmistir.
En biiyilk mikroemiilsiyon alanmna sahip formiilasyon, ideal formiilasyon olarak
belirlenmistir. Bu alanin agirlik merkezi hesaplanarak o noktadaki bilesenlerin % oranlari
belirlenmistir. Agirlik  merkezindeki oranlara gore yeniden etkin maddesiz
mikroemiilsiyon formiilasyonu hazirlanmis ve kararliligini incelemek i¢in 2 hafta oda
sicakliginda bekletilmistir. Bu siire sonunda, faz ayrimi gézlenmemis ve etkin madde

iceren formiilasyonlarin hazirlanmasina baslanmstir.

4.4. Ejakulattan TGF-p1 Ekstraksiyonu

Ejakiilatin yapisinda bulunan biiylik maddelerin uzaklagtirilmas1 amaciyla 6 6rnek
hazirlanmistir. Amonyum siilfat ve absolii alkol ile isleme tabi tutulan 6rnekler farkli hiz
ve siirelerde santifiijlenerek protein ¢Okmesi gozlemlenmistir. Hazirlanan ejakiilat

ornekleri ve ¢gokme durumlari1 Tablo 4.3°te sunulmustur.

Tablo 4.3. Ejakiilat ornekleri ve ¢6kme durumlart

No Karistirma Hiza Karistirma Siiresi Ejakiilat Seyreltici Cokme
1 1200 rpm 10 dakika 100 pLb Amonyum Siilfat Yok
2 1200 rpm 10 dakika 100 pL Absolii Alkol Var
3 16000 rpm 30 dakika 100 pL Amonyum Siilfat Yok
4 16000 rpm 30 dakika 100 pL Absolii Alkol Var
5 11000 rpm 10 dakika 100 uL Amonyum Siilfat Yok
6 11000 rpm 10 dakika 100 pLb Absolii Alkol Var
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Cokme meydana gelen ornekler iizerinden deneye devam edilmistir. Tablo 4.3’te
verilen 2, 4 ve 6 No’lu 6rnekler 16000 rpm hizda 10 dakika santrifiij edildikten sonra
alkoliin uzaklastirilmasi i¢in 37°C’de inkiibe edilmistir. Absolii alkol ve diklorometan
(DCM) eklenerek proteinlerin uzaklagtirilmasi saglanmistir. Elde edilen 6rneklerdeki
TGF-B1’in kontrol grubunu olusturmak igin liyofilize haldeki 50 pg TGF-f1 1 mL su ile
¢Ozelti haline getirilmistir. Jel elektroforez iizerinde yiirliitme yapmak icin 14 farkli 6rnek

hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler Tablo 4.4°te verilmistir.

Tablo 4.4. Jel elektroforez iizerinde yiiriitme igin hazirlanan ornekler

No Kanistirma Hizi Kanistirma Siiresi Madde Seyreltici Uygulama
(rpm) (dk) (50 uL) (50 uL)

1 - - TGF-p1 - Hepsi

2 - - TGF-p1 Absolii alkol Hepsi

3 - - TGF-p1 Absolii alkol Sulu kisim
4 1200 rpm 10 dakika Ejakulat - Hepsi

5 11000 rpm 10 dakika Ejakulat - Hepsi

6 16000 rpm 30 dakika Ejakulat - Hepsi

7 1200 rpm 10 dakika Ejakulat Absolii alkol Hepsi

8 11000 rpm 10 dakika Ejakulat Absolii alkol Hepsi

9 16000 rpm 30 dakika Ejakulat Absolii alkol Hepsi
10 - - TGF-p1 DCM Hepsi
11 - - TGF-B1 DCM Sulu kisim
12 1200 rpm 10 dakika Ejakulat DCM Hepsi
13 11000 rpm 10 dakika Ejakulat DCM Hepsi
14 16000 rpm 30 dakika Ejakulat DCM Hepsi

Tim 6rneklerden absolii alkol ve diklorometan ugurulmustur. Denatlirasyon dncesi
her bir 6rnege 50 pL su, 10 uL sodyum dodesil siilfat, 5 uL tampon eklenmistir. Daha

sonra 90°C’deki suda 5 dakika boyunca denature edilmistir.

4.5. SDS-PAGE Jel Elektroforez ile Ejakulattan TGF-1 Eldesi

SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat - poliakrilamid jel elektroforez) jel elektroforez,
proteinlerin saflik kontrolii ve molekiiler agirliklarinin saptanmasi amaciyla kullanilir.
Akrilamit ve N-N’-metilen bis-akrilamit monomerlerinin polimerlesmesiyle olusan jel

matriste elektrik akimi yardimiyla proteinler biiytlikliiklerine gore ayrilir (Sekil 4.1).
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Orneklere eklenen SDS, proteinlerin gevresini saran bir katman olusturarak
proteinlerin negatif yiikklenmesini saglar. Bu kaplama ile jel matristen akim gecirildigi
zaman molekiiller kendi yiiklerinden bagimsiz olarak negatif yiiklii bir sekilde molekiil
agirliklarina gore jel lizerinde ilerler. Buna gore kiiciik proteinler jelde hizli, biiyiik

proteinler ise yavas ilerler (Senel, 2012).

nnnannn
Jel Matrisi Mikropipet
— Tampon
AL l.

Ornek '

Tank Giig Kaynag

Anot Katot

Protein
Bantlan

Sekil 4.1. SDS Elektroforez (http-3)

Ejakiilattan elde edilen ornekler daha sonra farkli yogunluktaki jeller {lizerinde
yirtitilmiistir. %7 yogunluga sahip yigma ve %12 yogunluga sahip ayirma jeli, %5
yogunluga sahip yigma jeli ve %10 yogunluga sahip ayirma jeli ile iki farkli sistem

olusturulmustur (Tablo 4.5). Sistem 100 V’ta 3 saat boyunca yiiriitiilmiistiir.

Tablo 4.5. SDS-PAGE yénteminde kullanilan ¢ozeltiler

Sistem I Sistem 11

%7 Yigma Jeli %S5 Yigma Jeli

%30.0 Akrilamit/bisakrilamit 1,300 mL %30,0 Akrilamit/bisakrilamit 1,700 mL
0,50 M Trizma baz 2,500 mL 0,50 M Trizma baz 2,500 mL
%10,0 SDS 0,100 mL %10,0 SDS 0,100 mL
%10,0 APS 0,050 mL %10,0 APS 0,050 mL
TEMED 0,005 mL TEMED 0,005 mL
Distile su 5,100 mL Distile su 5,700 mL
%12 Ayirma jeli %10 Ayirma jeli (10 mL)

%30,0 Akrilamit/bisakrilamit 4,000 mL %30 Akrilamit/bisakrilamit 3,300 mL
1,50 M Trizma baz 2,500 mL 1,50 M Trizma baz 2,500 mL
%10,0 SDS 0,100 mL %10,0 SDS 0,100 mL
%10,0 APS 0,050 mL %10,0 APS 0,050 mL
TEMED 0,005 mL TEMED 0,005 mL
Distile su 3,400 mL Distile su 4,100 mL
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SDS-PAGE jel elektroforez yonteminde kullanilan yiiriitme tamponu ve Brillant
Blue ¢ozeltisinin igerigi Tablo 4.6 ve Tablo 4.7’ de aciklanmustir.

Tablo 4.6. SDS-PAGE yénteminde kullanilan yiiriitme tamponu

Yiiriitme Tamponu (ph 8.5)

1,92 M Glisin 144,0 g
0,25 M Trizma Baz 303 ¢g
%0,1 SDS 1,0g
Distile Su km 1000 mL

Tablo 4.7. Brillant Blue ¢ézeltisinin i¢erigi

Brillant Blue Cozeltisi

Brillant Blue 0,25 mg
Metanol: Distile Su (1:1) 90 ml
Glasiyel Asetik Asit 10 mL

4.6. Etkin Madde Iceren Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Uggen faz diyagrami yardimiyla secilen ideal formiilasyonlar ¢ok fazla miktarda
YEM ve Y.YEM icermektedir. Bu orant azaltmak i¢in hazirlanan 10 gram
mikroemiilsiyon 8 gram su ile seyreltilmistir. Mikroemiilsiyonlarin dis fazi su oldugu i¢in
seyreltme isleminde herhangi bir sorunla karsilagiimamastir.

Seyreltilen mikroemiilsiyonlardan 1,8 gram alinmis ve iizerine 50 pg/mL
konsantrasyona sahip TGF-B1 c¢ozeltisinden 0,2 mL eklenmistir. Hazirlanan etkin
maddeli mikroemiilsiyona 2 mL su eklenmis ve vorteks ile karistirilmistir. Hazirlanan

mikroemiilsiyondaki TGF-B1 orani1 2,5 pg/mL olarak hesaplanmustir.

4.7. Hazirlanan Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

Kararli ve istenilen ozelliklerde yeni bir tasiyici sistem olusturulmasi siireci
calismanin en zor asamalarindan birisidir. Bu nedenle formiilasyonlar {izerinde yapilacak

karakterizasyon ¢aligmalar1 biiyiik 6nem tasimaktadir.

4.7.1. Fiziksel goriiniis

Taze olarak hazirlanan formiilasyonlarin 25+1°C oda sicakligindaki goriintisleri

incelenmis, faz ayrimi olup olmadigi, saydamliklar1 gézlenmistir.
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4.7.2. Tip tayini

Taze olarak hazirlanan Y/S tipindeki mikroemiilsiyon formiilasyonlarin dis fazlar

su ile seyreltilerek tipleri kontrol edilmistir.

4.7.3. Faz ayrim ve santrifiij uygulanmasi

Taze olarak hazirlanan formiilasyonlar 1000 ve 2000 rpm hizda 15 dakika santrifiij

edilmis ve faz ayrimi olup olmadigi incelenmistir.

4.7.4. Damlacik biiyiikliigii ve dagilim

Taze olarak hazirlanan formiilasyonlarin damlacik biiyiikliigii ve dagilimi zetasizer
cihazi ile 6l¢iilmiistiir. Olgiim her formiilasyon igin 6 kez tekrarlanmis, ortalama, standart

sapma (SS) ve standart hata (SH) hesaplanmaistir.

4.7.5. Zeta potansiyel analizi

Taze olarak hazirlanan formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri zetasizer cihazi
ile 6l¢iilmiistiir. Partikiillerin elektroforetik hareketi Helmholtz-Smoluchowski esitligine
bagl yazilim ile zeta potansiyele doniistiiriilmiistiir. Ol¢iim her formiilasyon igin 6 kez

tekrarlanmis, ortalama, SS ve SH hesaplanmustir.

4.7.6. Reolojik analiz

Taze olarak hazirlanan formiilasyonlarin reolojik davranisi analiz edilerek akis tipi
belirlenmistir. Reolojik analizi i¢in Brookfield koni-plak reometresi kullanilmistir.
Olgiimler, ¢apt 1,2 cm ve egimi 1,565° olan koni ile 25+1°C oda sicakliginda

gergeklestirilmistir.

4.7.7. pH analizi

Taze olarak hazirlanan formiilasyonlarin pH degeri Olclimleri pH metre ile

yapilmugtir.

4.7.8. Elektriksel iletkenlik analizi

Taze olarak hazirlanan formiilasyonlarin elektriksel iletkenligi, iletkenlik Ol¢iim

cihaz1 kullanilarak incelenmistir.
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4.7.9. FT-IR analizi

Etkin maddenin Fourier doniisiimlii infrared (FT-IR) analizi i¢in 500-4000 cm!
arasinda spektrumu alinmis ve karakteristik IR bantlari incelenmistir. Elde edilen

sonugclar kararlilik ¢alismasinin degerlendirilmesinde kullanilmistir.

4.7.10. NMR analizi

Etkin maddenin Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) analizlerinde, ¢6ziicii olarak
dotero-DMSO madddesi kullanilmis ve spektrumlari alinmistir. Elde edilen sonuglar

kararlilik ¢alismasinin degerlendirilmesinde kullanilmigtir.

4.7.11. Etkin madde miktar tayini

Taze olarak hazirlanan formiilasyonlarda etkin madde miktar tayini icin
“Insan/Fare TGF-pl1 Kaplanmamis ELISA Kiti” kullanilmistir. Bu ELISA testi,
eslestirilmis bir antikor ¢iftinin arasina baglanan TGF-B1 miktarin1 6lgmek igin
tasarlanmistir. Hedefe spesifik bir antikor (yakalama antikoru) ile bir mikroplaka
kuyusunun tabani kaplanir. Yakalama (capture) antikoruna baglanacak olan numuneler,
standartlar veya kontroller daha sonra bu kuyulara ilave edilir ve yakalama antikoruna
baglanirlar. Ikinci antikorun (detektdr antikor) eklenmesiyle bir sandvi¢ olusturulur.
Olgiilebilir sinyal iiretmek i¢in enzim-antikor-hedef kompleksi ile reaksiyona giren bir
substrat cozeltisi eklenir. Bu sinyalin yogunlugu, orijinal 6rnekte mevcut olan hedef
konsantrasyonuyla dogrudan orantilidir.

ELISA testi i¢in agagida belirtilen basamaklar uygulanmistir;

1. Corning™ Costar™ 9018 ELISA Kkitinin her bir kuyucuguna 100 pL kaplama
tamponu eklenmis ve plaka gece boyunca 4°C sicaklikta inkiibasyona
birakilmstir.

2. Kuyucuklar havalandirilmis ve her bir kuyucuk 250 pL yikama tamponu ile 3
kez yikanmigtir.

3. 200 pL ELISA/ELISASPOT seyreltici ile kuyucuklar bloke edilip, oda
sicakliginda bir saat inkiibe edilmistir.

4. 1.3 mL su eklenerek standart hazirlanmstir.

5. Hazirlanan etkin maddeli mikroemdiilsiyonlarin konsantrasyonunu 1 ng/mL’ye

diistirmek icin 2 defa seyreltme uygulanmstir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

Seyreltme isleminin basamaklar1 asagidaki gibidir;

1 mL mikroemiilsiyon (2,5 ug/mL) + 49 mL su

!

50 L mikroemiilsiyon (50 ng/mL) [A]
0,1 mL [A] + 4,9 mL su (I ng/mL)

Latent TGF-B1°’1 immiinoreaktif forma hale getirmek ic¢in, Ornekler
asitlendirilip daha sonra nétralize edilmistir. Bu islem i¢in 100 puL 6rnek
tizerine 20 uL 1 N HCI eklenip oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmis ve
20 puL. 1 N NaOH ile nétralize edilmistir.

Standart egriyi olusturmak i¢in 2 kat seyreltme uygulanmistir. A1’den A9’a
100 pL ELISA/ELISASPOT seyreltici eklenmistir. A2’ye 200 pL standart
eklenmis ve seyreltici ile karigmasi saglanmistir. Ardindan A2’den 100 pL
alimip A3’e aktarilmistir. A9’a kadar bu islem uygulanmaistir.

Uygun kuyucuklara 100 pL 6rnek eklenmistir.

Plaka 2 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Kuyucuklar havalandirilmig ve her bir kuyucuk 250 pL yikama tamponu ile 3
kez yikanmigtir.

Tiim kuyucuklara 100 pL seyreltilmis tespit antikoru ekleyip 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edilmistir.

Kuyucuklar havalandirilmis ve her bir kuyucuk 250 pL yikama tamponu ile 3
kez yikanmigtir.

Kuyucuklara 100 pL seyreltilmis Avidin-HRP eklenmis 30 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir.

Kuyucuklar havalandirilmis ve her bir kuyucuk 250 pL Yikama Tamponu ile
3 kez yikanmustir.

Kuyucuklara 100 pL. Tetrametilbenzidin (TMB) ¢ozeltisi ekleyip 15 dakika
oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Kuyucuklara 50 pL. Durdurma Cozeltisi eklenmistir.

Plaka 450 nm dalga boyunda okunmustur.

36



4.8. Formiilasyonlarda Yapilan Kararhihk Calismalari

Hazirlanan formiilasyonlar kararlilik ¢alismasi igin 4£1°C, 25+1°C ve 40+1°C
olmak iizere ii¢ farkli ortam kosulunda ii¢ ay siiresince saklanmistir. Fiziksel 6zelliklerin
degerlendirilmesi ve olasi degisimlerin incelenmesi i¢in kararlilik ortamlarinda bekletilen

formiilasyonlar lizerinde belirli araliklarda (0., 30. ve 90. gilinlerde) testler yapilmustir.

4.8.1. Fiziksel goriiniis

4+1°C, 25+1°C ve 40£1°C’lik ortam kosullarinda saklanan formiilasyonlarin
fiziksel goriiniislerindeki degisim, faz ayrimi olup olmadigi, saydamliklart belirli

araliklarda incelenmistir.

4.8.2. Tip tayini
4£1°C, 25+1°C ve 40%1°C’lik ortam kosullarinda saklanan Y/S tipindeki

mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin dis fazlari su ile seyreltilerek tiplerindeki degisim

belirli araliklarda incelenmistir.

4.8.3. Faz ayrim ve santrifiij uygulanmasi

4+1°C, 25£1°C ve 40+1°C’lik ortam kosullarinda saklanan formiilasyonlar 1000
ve 2000 rpm hizda 15 dakika santrifiij edilmis ve faz ayrimi olup olmadigi belirli

araliklarda incelenmistir.

4.8.4. Damlacik biiyiikliigii ve dagilim

4+1°C, 25+1°C ve 40+1°C’lik ortam kosullarinda saklanan formiilasyonlarin
damlacik biiyiikliigii ve dagilimindaki degisimler zetasizer cihazi ile belirli araliklarda
dlgiilmiistiir. Olgiim her formiilasyon icin 6 kez tekrarlanmis, ortalama, SS ve SH

hesaplanmuistir.

4.8.5. Zeta potansiyel analizi

4+1°C, 25+1°C ve 40+1°C’lik ortam kosullarinda saklanan formiilasyonlarin zeta
potansiyel degerlerindeki degisimler zetasizer cihazi ile belirli araliklarda olgiilmiistiir.

Olgiim her formiilasyon igin 6 kez tekrarlanmis, ortalama, SS ve SH hesaplanmustir.
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4.8.6. Reolojik analiz

4£1°C, 25+1°C ve 40+£1°C’lik ortam kosullarinda saklanan formiilasyonlarin
reolojik davraniglart belirli araliklarda analiz edilerek akis tipindeki degisimler
incelenmistir. Reolojik analizi i¢in Brookfield koni-plak reometresi kullaniimistir.
Olgiimler, ¢apt 1,2 cm ve egimi 1,565° olan koni ile 25+1°C oda sicakliginda

gergeklestirilmistir.

4.8.7. pH analizi

4+1°C, 25+1°C ve 40£1°C’lik ortam kosullarinda saklanan formiilasyonlarin pH

degerlerindeki degisimler pH metre ile belirli araliklarda ol¢tilmiistiir.

4.8.8. Elektriksel iletkenlik analizi

4+1°C, 25+1°C ve 40+1°C’lik ortam kosullarinda saklanan formiilasyonlarin
elektiriksel iletkenligindeki degisimler, iletkenlik Ol¢cim cihazi ile belirli araliklarda

incelenmistir.

4.8.9. FT-IR analizi

4+1°C, 25+1°C ve 40+1°C’lik ortam kosullarinda saklanan formiilasyonlarin FT-
IR analizi i¢in 500-4000 cm arasinda spektrumlar almmis ve karakteristik IR

bantlarindaki degisimler incelenmistir.

4.8.10. NMR analizi

4+1°C, 25+£1°C ve 40+1°C’lik ortam kosullarinda saklanan formiilasyonlarin NMR
analizlerinde, ¢oziicii olarak dotero-DMSO madddesi kullanilmis ve spektrumlarindaki

degisimler incelenmistir.

4.8.11. Etkin madde miktar tayini

4+1°C, 25+1°C ve 40+1°C’lik ortam kosullarinda saklanan formiilasyonlarin etkin
madde miktar tayini i¢in “Insan/Fare TGF-B1 Kaplanmanmis ELISA Kiti” kullanilmustir.
TGF-B1 miktarim1 6lgmek i¢in 6zel olarak tasarlanmis bu kit kullanilarak belirli
araliklarda etkin madde miktarindaki degisimler incelenmis ve sifirinc1 zamanda taze

hazirlanmis mikroemiilsiyon formiilasyonundaki degerlerle karsilastiriimistir.
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4.9. Sitotoksisite Testi ve Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Hazirlanan formiilasyonlarin hiicre canliligina etkisi NIH 3T3 fare fibroblast
hiicrelerinde metil tiazol tetrazolyum (MTT) tuzu testi ile arastirilmistir. Hiicreler %10
FBS, %] penisilin-streptomisin ve %1 L-glutamin igeren DMEM’de 37°C’ta %5 CO; ve
%95 hava igeren atmosfer ortaminda kiiltiire edilmistir. Hiicreler hizli biiyiime fazina
ulastiktan sonra 1X Tripsin/EDTA c¢ozeltisi ile muamele edilip alt kiiltiirlere (1:3
oraninda) ayrilmistir. Kullanilmayan alt kiiltiirler hiicre stogu olarak -80°C’ta uzun siire
saklanmistir.

Gilintimiizde MTT olarak bilinen 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium
bromiir yontemi ilk olarak Mosmann tarafindan tanimlanmis ve daha sonra Alley ve
arkadaglar tarafindan gelistirilmistir. Hiicre biyolojisinde sitotoksisite, hiicre canlilig1 ve
proliferasyonun degerlendirilmesinde en ¢ok kullanilan yontemdir (Olbrich vd., 2004;
Stockert vd., 2012). MTT, hiicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriye bagl
reaksiyon ile renk veren, suda ¢dzlinmeyen formazana indirgenen bir maddedir. Bu
yontem mitokondrinin canli hiicrelerde, MTT boyasinin tetrazolyum halkasinm
parcalayabilme ilkesine dayanmaktadir. Parcalanma sonucu soluk sar1 renkli MTT boyasi
koyu mavi-mor formazana indirgenmektedir. Canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamus hiicreler mor renkte boyanirken, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus
hiicreler ise boyanmamaktadir. Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin bir
oOlciitii olarak degerlendirilir ve MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli
hiicre sayisi ile dogru orant1 gosterir (Yao vd., 2011; Uchida vd., 2009).

Yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismasi icin izlenen basamaklar asagidaki verilmistir.

1. Hiicreler kiiltire edildikten sonra %10 FBS iceren DMEM besiyerinde
stispansiyon haline getirilmis ve Thoma lami ile hiicre sayimi1 yapilmistir. Hiicre
stispansiyonu 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarinin her kuyucuguna 8000
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir.

2. Bir giinliik ireme periyodunun ardindan sitotoksik etkiyi incelemek i¢in hiicre
siispansiyonunun tizerine farkli konsantrasyonlarda formiilasyonlarin eklenmesi
icin hiicrelerin bulundugu besiyeri kuyucuklardan uzaklagtirilmistir.

3. Besi yeri ile belirli oranlarda seyreltilen TGF-B1 ¢ozeltisi, TGF-B1 igeren ve
icermeyen formiilasyonlar hiicreler {izerine eklenmis ve formiilasyonla muamele
edilmeyen kontrol hiicreleri ile birlikte 37°C’ta %5 CO2 ve %95 hava iceren

atmosfer ortaminda 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.
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4. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, ortamdan besiyeri ¢ekilmis ve her
bir kuyucuga 25 pL (5 mg/mL) MTT boyasi eklenmigtir. MTT boyasinin canlt
hiicreler tarafindan formazan tuzu haline doniistiiriilebilmesi i¢in 37°C’ta 3 saat
inkiibe edilmistir.

5. Bu siirenin sonunda her bir kuyucuga 100 uL. DMSO eklenmis ve 570 nm dalga
boyunda formiilasyonun kuyucuklardaki renk degisimi plaka okuyucu ile
belirlenmistir (Yao vd., 2011; Biiylikkoroglu vd., 2019).

6. Deney i¢in 6 derisim kullanilmistir. Her bir derisim i¢in 3 kuyuda yapilmis ve 3

kez tekrar edilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. Mikroemiilsiyon Formiilasyon Denemeleri

Etkin madde igermeyen mikroemiilsiyon formiilasyonu denemeleri Tablo 4.1 ve
Tablo 4.2°de planlanan deney calismasina gore gerceklestirilmistir. Mikroemiilsiyon
formiilasyonlarin hazirlanmasi sirasinda yag fazi olarak keten yagi ve soya yagi gibi
bitkisel yaglarin kullanilmasindan kaynakli oldugu diisiiniilen sorunlar ortaya ¢ikmuistir.
Hem soya yag1 hem de keten yag1 kullanilan ve Y.YEM olarak 1,2-propanol ile yapilan
calismalarin hig¢biri sonu¢ vermemistir.

Tween 80:PEG 400 YEM:Y.YEM karigimi1 kullanilarak mekanik karistiriciyla 500
rpm hizda ve 25+1°C oda sicakliginda denemeler yapilmistir. Deneme ¢aligmalarinin
sonuclar1 istenilen diizeyde olmasa da hazirlanmasi disiiniilen mikroemiilsiyon
formiilasyonu i¢in 6nemli ipuglar1 vermistir. Bunlardan en 6nemlisi, kullanilan yag
miktarinin artmasinin formiilasyonun bozulmasina ve berrakliktan uzaklagmasina sebep
oldugunun gosterilmis olmasidir. Yapilan deneme ¢aligmalarinin sonuglar1 Tablo 5.1°de

Ozetlenmistir.

Tablo 5.1. Tween 80 ve PEG 400 kullanilarak hazirlanan formiilasyonlar

Tween 80:PEG 400 0,5 g Keten Yag1 1,0 g Keten Yagi 1,5 g Keten Yag

4:1 v v -
5:1 v v -
6:1 v v -
7:1 v v -
8:1 v v -
9:1 v v v
10:1 v v v

Etkin madde igermeyen mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin hazirlanmasinda
karsilasilan en biiyiik sikint1 karistirma sirasinda olusan képiiklerden 6tiirti bulanikligin
basladig1 noktanin goriilmesindeki zorluk olmustur. Bu sorun, ilerleyen deneme
calismalarinda uygulanan karigtirma hizinin disiiriilmesi ve titrasyon islemine zaman
zaman ara verip formiilasyonlarin bir siire bekletilmesiyle diizeltilmeye c¢alisilmistir.
Ayrica kullanilan YEM ve Y.YEM’in karistirma sirasinda olusan kopiikten sorumlu
olabilecegi bilindigi icin farkli YEM ve Y.YEM’ler denenmis ve aralarindaki oranlar

degistirilerek koplik olusumu diizeltilmeye calisilmigtir.

41



Hazirlanan ilk deneme formiilasyonlar1 ve 0grenilen bilgilerin ardindan yapilan
calismalarda keten yagi miktart 0,5 g olacak sekilde diisiik diizeyde sabit tutulmus, 250
rpm karistirma hizi uygulanmis ve Tween 80:PEG 400 YEM:Y.YEM oran1 1:2, 1:3 ve
1:4 olacak sekilde formiilasyonlar tekrar degerlendirilmistir. Bu deneme formiilasyonlari

ile elde edilen sonuglar Tablo 5.2-5.4’te verilmistir.

Tablo 5.2. Yag miktar: sabit YEM:Y.YEM arami 1:2 olan formiilasyonlar

Keten Yagi (g) Toplam YEM:Y.YEM (g) Tween 80 (g) PEG 400 (g) Su Miktari (g)

0,5 10,0 3,333 6,667 1,924
0,5 9,5 3,167 6,333 1,816
0,5 9,0 3,000 6,000 1,772
0,5 8,5 2,833 5,667 1,698
0,5 8,0 2,667 5,333 1,673
0,5 7,5 2,500 5,000 1,584
0,5 7,0 2,333 4,667 1,512

Tablo 5.3. Yag miktar: sabit YEM:Y.YEM arani 1:3 olan formiilasyonlar

Keten Yagi (g) Toplam YEM:Y.YEM (g) Tween 80 (g) PEG 400 (g) Su Miktari (g)

0,5 10,0 2,500 7,500 1,895
0,5 9,5 2,375 7,125 1,608
0,5 9,0 2,250 6,750 1,550
0,5 8,5 2,125 6,375 1,467
0,5 8,0 2,000 6,000 -
0,5 7,5 1,875 5,625 -
0,5 7,0 1,750 5,250 -

Tablo 5.4. Yag miktar: sabit YEM:Y.YEM arani 1:4 olan formiilasyonlar

Keten Yagi (g) Toplam YEM:Y.YEM (g) Tween 80 (g) PEG 400 (g) Su Miktari (g)

0,5 10,0 2,000 8,000 0,796
0,5 9,5 1,900 7,600 -
0,5 9,0 1,800 7,200 -
0,5 8,5 1,700 6,800 -
0,5 8,0 1,600 6,400 -
0,5 7,5 1,500 6,000 -
0,5 7,0 1,400 5,600 -
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Elde edilen sonuglar kullanilan Tween 80® miktarindaki artisin formiilasyonun su
tutma kapasitesi lizerinde etkili oldugunu gostermistir. Ancak iki Onemli sorun
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, kullanilan yag miktarinin ¢ok diisiik olmasi, ikincisi
ise benzer sonuglarin soya yagi ile alinamamis olmasidir. Ayrica 250 rpm karistirma
hizinda bile kdpilirme sorununun tam olarak oniine gegilememistir.

Mikroemiilsiyon formiilasyon denemeleri i¢in 50 rpm ve 100 rpm gibi daha diistik
karigtirma hizlarinda da calisilmistir. Elde edilen sonuglar kopiirme sorununun ve
kullanilan su miktarmin tam olarak kaydedilememesinin formiilasyonlar1 hazirlanirken
uygulanan karigtirma hizinin daha da diistiriilmesi ile ancak belli bir dereceye kadar
ortadan kaldirilabilecegini gostermistir. Bu asama ve ilerleyen asamalarda ideal
karistirma hizini belirleyebilmek i¢in, uygulanan karistirma hizinin formiilasyonun su
tutma kapasitesine etkisi incelenmis, daha dnce Tablo 5.3’te calisilmis olan 0,5 g keten
yagt ve 1:3 oraninda 10 g Tween 80:PEG 400 YEM:Y.YEM karigimi ile hazirlanmis
mikroemiilsiyon formiilasyonu iizerinde denemeler yapilmistir. Elde edilen sonuglar

Tablo 5.5’te verilmistir.

Tablo 5.5. Karistirma hizinin su tutma kapasitesine etkisinin incelenmesi

Keten Yag1(g) Toplam YEM:Y.YEM (g) rpm Su Miktar (g)
0,5 10,0 (1:3) 1000 1,924
0,5 10,0 (1:3) 500 1,912
0,5 10,0 (1:3) 250 1,885
0,5 10,0 (1:3) 100 1,348
0,5 10,0 (1:3) 50 1,116

Karistirma hizinin su tutma kapasitesine etkisi ¢alismasinda elde edilen sonuglar,
karistirma hizindaki artisin yiiklenen su miktarini da arttirdigini géstermistir. Hazirlama
sirasinda biitlin mikroemdiilsiyon formiilasyonlarinda kopiirme goriilmis, kopiigiin
uzaklasmasi i¢in karistirma iglemine zaman zaman ara verilerek formiilasyonlar 25+1°C
oda sicakliginda 1-2 saat bekletilmistir. Gerekli goriildiigii durumlarda ise ultrasonik
banyoda tutularak kopiik uzaklastirma islemi hizlandirilmaya ¢alisilmistir. Olduk¢a uzun
stiren bu ¢aligmanin ardindan formiilasyonlarin su tutma kapasiteleri kaydedilmistir. 500
rpm ve 1000 rpm karistirma hizlarinda elde edilen su miktarlar1 birbirine ¢ok yakin
oldugu icin (1,924 g ve 1,912 g) ilerleyen denemelerde 500 rpm hiz ile ¢alisilmasina karar

verilmisgtir.
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Mikroemiilsiyon formiilasyon denemelerinde bir sonraki asamada iicgen faz
diyagrami i¢in uygun seriler iizerinde ¢alisilmistir. Titrasyon iglemi gergeklestirilirken
calisilan kiiclik behere diisen her 1 damlada 1-2 saat beklemek veya ultrasonik banyoda
tutmak mikroemiilsiyon sistemlerinin hazirlanmasini neredeyse imkansiz hale getirmistir.
Formiilasyonlarin su tutma kapasitelerini tam ve dogru olarak gorebilmek i¢in alternatif
yollar aranmistir. Bu asamada, titrasyon isleminin manti§in1 tam olarak kavramak

formiilasyonlarin hazirlanmasini kolaylastirici bir ¢ikis yolu géstermistir.

0o

0 1
100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 2015 10 5 O
su

Sekil 5.1. Ucgen faz diyagraminda su tutma kapasitesi

Sekil 5.1°de oldugu gibi %20 yag ve %80 YEM:Y.YEM karisiminin iizerine damla
damla distile su eklendigi diisiiniiliirse, deneyin baglangicinda ortamdaki su miktart
stfirdir. Titrasyon islemi ile birlikte eklenen su miktar1 yavas yavas artip %25 su
seviyesine gelirse, bilesenler icin gerekli hesaplar yapilip tliggen faz diyagraminda
isaretlendiginde 1 nolu noktaya denk geldigi goriiliir. Ayni sekilde su miktar1 daha da
artip %50 oldugunda tliggen faz diyagraminda 2 nolu nokta, %75 oldugunda 3 nolu nokta
isaretlenmektedir. Bu durumdan ¢ikarilabilecek iki temel sonug vardir;

1. Titrasyon isleminde eklenen su miktar1 siirekli degismesine ragmen
isaretlenecek bilesenlerin yeri her zaman %100 su kdsesinden karsi kenara
cizilen bir dogru lizerinde yer almaktadir.

2. Uggen faz diyagrami igerisine isaretlenen noktalar, berrak mikroemiilsiyon

formiilasyonlarinin olusabildigi bilesen yiizdelerini gosteren noktalardir.
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Titrasyon islemi ile ilgili kavranan bu durumdan sonra liggen faz diyagrami igerinde
miimkiin oldugunca ¢ok nokta se¢ilmis, bu noktalardaki yag, YEM:Y.YEM ve su
bilesenlerinin oranlar1 bulunmus ve bu oranlar kullanilarak bir seri mikroemiilsiyon
formiilasyonu hazirlanmistir. Hazirlanan formiilasyonlar 12 saat 25+1°C oda sicakliginda
bekletilmis, kopiik olusumunun uzaklagsmasi saglanmis ve mikroemiilsiyon olusumlari
berrakliklarina gore degerlendirilip tliggen faz diyagraminin igerisinde tekrar
isaretlenmistir. Boylece hem koplirme hem de bekleme sorunu ¢oziilmiistiir. Literatiir
taramas1 yapildiginda da liggen faz diyagraminin igerisindeki noktalarin hazirlandig
bir¢ok calismaya rastlanmaktadir (Seljak vd., 2014; Nicholas vd., 2015; Aboutaleb vd.,
2015; Li vd., 2015; Kim vd., 2018).

5.2. Ucgen Faz Diyagrami Hazirlanmasi ve ideal Formiilasyonlarin Belirlenmesi

Mikroemiilsiyon formiilasyon denemeleri ve yontem boliimiinde anlatildig: gibi,
YEM:Y.YEM farkli oranlarda karigtirilarak hem soya yagi hem de keten yag: ile
formiilasyonlar hazirlanmaya calisilmistir. Keten yagi ile 25+£1°C oda sicakliginda
yapilan; ancak titrasyon islemi sonucunda olusan kopiik nedeniyle tam bir sekilde
okunamayan su miktarlarini da igeren 6rnek bir ¢aligma sonuglar1 Tablo 5.6 ve Tablo
5.7°de verilmistir. Tek bir YEM:Y.YEM orani i¢eren bu formiilasyonun hazirlanmasi i¢in
bir hafta zaman harcanmistir ve berrakligin olustugu noktalar i¢in gereken bekleme

stiresinin ¢ok uzun oldugu sonucuna varilmistir.

Tablo 5.6. Keten Yagi ve 4:1 Tween 80:PEG 400 YEM:Y.YEM oraninda hazirlanan formiilasyonlar [

Formiilasyon Keten Yagi(g) YEM:Y.YEM(g)  YEM+Y.YEM (g) Distile Su (g)
S/Y Y/S
F1 1,00 7,20 : 1,80 9,00 1,50 15,36
F2 2,00 6,40 : 1,60 8,00 - -
F3 3,00 5,60:1,40 7,00 - -
F4 4,00 4,80:1,20 6,00 - -
F5 5,00 4,00 : 1,00 5,00 - -
F6 6,00 3,20 : 0,80 4,00 - -
F7 7,00 2,40 : 0,60 3,00 - -
F8 8,00 1,60 : 0,40 2,00 - -
F9 9,00 0,80 : 0,20 1,00 - -
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Tablo 5.7. Keten Yagi ve 4:1 Tween 80:PEG 400 YEM:Y.YEM oraninda hazirlanan formiilasyonlar 11

Formiilasyon Keten Yagi(g) YEM:Y.YEM (g)  YEM+Y.YEM (g) ;);tile Su‘({g/;
F1 0,50 7,60 : 1,90 9,50 2,64 14,74
F2 1,00 7,20 : 1,80 9,00 1,50 15,36
F3 1,50 6,80 :1,70 8,50 2,62 -
F4 2,00 6,40 : 1,60 8,00 - -
F5 2,50 6,00 : 1,50 7,50 - -
F6 3,00 5,60:1,40 7,00 - -
F7 3,50 5,20:1,30 6,50 - -
F8 4,00 4,80 : 1,20 6,00 - -
F9 4,50 4,40 : 1,10 5,50 - -

Bu calismada hazirlanan formiilasyonlarda berrakligin olustugu, kayboldugu ve
tekrar olustugu noktalar belirlenmeye ¢alisiimistir. Goriiniimdeki bu degisimin sebebi de
fazlar arasindaki doniisiim olarak yorumlanmistir. Formiilasyonlarin hazirlanmasi
asamasinda titrasyon iglemlerine beherin alabildigi maksimum su miktarina kadar devam

edilmis ve elde edilen sonuglar fotograflanmistir (Gorsel 5.1 ve Gorsel 5.2).

0595 1090 1585 20:°0

Gorsel 5.2. Tablo 5.7 de verilen oranlara gére hazirlanan formiilasyonlar
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Tablo 5.6’da elde edilen sonuglar liggen faz diyagramina isaretleme yapmak icin
uygun yeterli veri icermemektedir. Tablo 5.7°de elde edilen sonuglar ise veriler az
olmasma karsin genel bir durum degerlendirmesi yapabilmek icin Tliggen faz

diyagraminda isaretlenmistir. Elde edilen ¢izim Sekil 5.2’de sunulmustur.

100,.0

Sekil 5.2. Ucgen faz divagraminda bilesenlerin isaretlenmesi

Yapilan isaretlemeler sonucunda cizilen {iggen faz diyagraminda iki kapali1 bolge
oldugu goriilmiistiir. Bolge 1 S/Y tipi mikroemiilsiyonun olustugu ve bolge 2 Y/S tipi
mikroemiilsiyonun olustugu alan olarak yorumlanmistir. Olusan emiilsiyonlarda tip
tayini ¢alismasi yapilmamaistir. Bu ¢calismanin sonucunda yapilabilecek bir diger agiklama
iki bolgenin aslinda ayn1 oldugu ve Y/S tipi mikroemiilsiyonu temsil ettigidir. Ciinkii iki
bolgenin arasinda kalan noktalarda titrasyon islemine ara verilmis ve hazirlanan
formiilasyonlar ¢ok daha uzun siire bekletilmis olsaydi, belki de bulaniklik olusumuna
neden olan kopiiklerin tamamen ortadan kalkacagi diisiintilebilir. Boylece elde edilecek
mikroemiilsiyon alaninin da ¢ok daha biiyiik sekilde karsimiza ¢ikmasi miimkiin
goziikmektedir.

Bahsedilen bu belirsizlikler ve karigikliklardan o6tiirii formiilasyon ¢alismalart ¢ok
daha farkli bir yol izlenerek hazirlanmistir. Yag ve YEM:Y.YEM karisimi mekanik
karistiriciyla 500 rpm hizda 25+1°C oda sicakliginda karistirilirken damla damla su
eklenmis, hazirlanan karisimlar 24 saat 25+1°C oda sicakliginda bekletilmis ve fiziksel
goriiniisleri incelenmistir. Formiilasyonda kullanilan bilesenler {iggen faz diyagraminda

isaretlenmis ve kapladiklar1 alanlarin biiyiikliiklerine gére degerlendirilmistir.
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Formiilasyon denemeleri asamasinda T{iggen faz diyagrami igerisinde
mikroemiilsiyonun olusabilecegi bolge tahmin edilebildigi i¢in, Sekil 5.3’°te belirlenen

noktalar kullanilarak formiilasyonlar hazirlanmistir.

20 O 0O O D O D O D O OO OODOO 80
15 O O O O O D @ D @ OO O O O 0 0 \H
WM/ @ o 0 0o 0o O O D0 00000 0 0 0 90
5/ © 0o D D D D 0D OO ODOOOOOO0O0O0 \H
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Sekil 5.3. Formiilasyon hazirlanmast igin tiggen faz diyagrami icerisinde segilen noktalar

Soya yagi, Tween 80:PEG 400 YEM:Y.YEM karisimi (7:1) ve distile su ile 500
rpm karistirma hizinda ve 25+1°C oda sicakliginda hazirlanan formiilasyonlar ve ¢izilen

grafikler asagidaki gibidir.

® BEYAZ / BULANIK 100 A0 71

@ A7 BULANIK 25°C
@ KREM /JEL 500 RPM
O BERR&K

O FAZ AYRIMI

e & & & @ @ @ 0OO0COCOOCDODDODOO
e & & & &0 &0 0O 0ODO0ODOCOOCOOCDODOO®®
e & & @ & @ @ OO0 OCOODODOOOO
e & @ @ @ @ @ @ OO0COCOCOCDODOOOO
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Sekil 5.4. 7:1 YEM:Y.YEM oraninda hazirlanan soya yagi mikroemiilsiyonun degerlendirilmesi

48



Sekil 5.4°te elde edilen bilgiler kullanilarak mikroemiilsiyon olusan alan ve bu

alanin agirlik merkezi belirlenmistir (Sekil 5.5).

10 30

5 35
0 100
100 35 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 2015 10 5 O

su
Sekil 5.5. 7:1 YEM:Y.YEM oranminda hazirlanan soya yagi mikroemiilsiyonun olustugu bolge
Soya yagi, Tween 80: PEG 400 YEM:Y.YEM karisimi (5:1) ve distile su ile 500

rpm karistirma hizinda ve 25+1°C oda sicakliginda hazirlanan formiilasyonlar ve ¢izilen

grafikler asagidaki gibidir.

® BEYAZ / BULANIK 100 .0 51
@ AZ BULANIK 25°C
@ KREM /JEL 500 RPM
O BERRAK

O FAZ &YRIMI

o & & & & 0 00 O0COCOCOOCDODODTO®
e & & & 0 0 0 ODODOCOOCOODODOO®®
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5/ ®@ @ @ @ @ @ @ @ @ @ O O O O O O O O \95
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Sekil 5.6. 5:1 YEM:Y.YEM oraninda hazirlanan soya yagi mikroemiilsiyonun degerlendirilmesi

49



Sekil 5.6’da elde edilen bilgiler kullanilarak mikroemiilsiyon olusan alan ve bu

alanin agirlik merkezi belirlenmistir (Sekil 5.7).
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Sekil 5.7. 5:1 YEM:Y.YEM oraminda hazirlanan soya yagi mikroemiilsiyonun olustugu bolge
Soya yag1, Tween 80:PEG 400 YEM:Y.YEM karisimi1 (3:1) ve distile su ile 500

rpm karistirma hizinda ve 25+1°C oda sicakliginda hazirlanan formiilasyonlar ve ¢izilen

grafikler asagidaki gibidir.

® BEYAZ / BULANIK 100 .0 31
@ AZ BULANIK 25°C
@ KREM /JEL 500 RPM
O BERRAK

O FAZ &YRIMI

o o0oo0oo00e® e 000000000
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Sekil 5.8. 3:1 YEM:Y.YEM oraninda hazirlanan soya yagi mikroemiilsiyonun degerlendirilmesi
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Sekil 5.8’de elde edilen bilgiler kullanilarak mikroemiilsiyon olusan alan ve bu

alanin agirlik merkezi belirlenmistir (Sekil 5.9).
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Sekil 5.9. 3:1 YEM:Y.YEM oranminda hazirlanan soya yagi mikroemiilsiyonun olustugu bolge

Soya yag1, Tween 80:PEG 400 YEM:Y.YEM karisimi (1:1) ve distile su ile 500
rpm karistirma hizinda ve 25+1°C oda sicakliginda hazirlanan formiilasyonlar ve ¢izilen

grafikler asagidaki gibidir.

® BEYAZ / BULANIK 100 .0 1:1
@ AZ BULANIK 25°C
@ KREM /JEL 500 RPM
O BERRAK

O FAZ &YRIMI

o o0oo0oo0oo0O0CO0OCOOOOOO0OCOOTOOOO®®
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Sekil 5.10. 7:1 YEM:Y.YEM oranminda hazirlanan soya yagi mikroemiilsiyonun degerlendirilmesi
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Sekil 5.10°da elde edilen bilgiler kullanilarak mikroemiilsiyon olusan alan ve bu

alanin agirlik merkezi belirlenmistir (Sekil 5.11).
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Sekil 5.11. [:1 YEM:Y.YEM oraninda hazirlanan soya yagi mikroemiilsiyonun olustugu bolge

Keten yagi, Tween 80:PEG 400 YEM:Y.YEM karisimi (7:1) ve distile su ile 500
rpm karistirma hizinda ve 25+1°C oda sicakliginda hazirlanan formiilasyonlar ve ¢izilen

grafikler asagidaki gibidir.

® BEYAZ / BULANIK 100 .0 71
@ AZ BULANIK 25°C
@ KREM /JEL 500 RPM
O BERRAK

O FAZ &YRIMI
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e & & & & @ O ODODODOOODODOOO

10 ® @ @ @ @ @ @ O O O OD O DO OGOO 90
5/ ® @ @ @ @ @ @ @ @ @ O O O O O O O O \95
0 100

100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 2015 10 5 O

Su

Sekil 5.12. 7:1 YEM:Y.YEM oranminda hazirlanan keten yagi mikroemiilsiyonun degerlendirilmesi
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Sekil 5.12°de elde edilen bilgiler kullanilarak mikroemiilsiyon olusan alan ve bu

alanin agirlik merkezi belirlenmistir (Sekil 5.13).
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Sekil 5.13. 7:1 YEM:Y.YEM oraninda hazirlanan keten yagi mikroemiilsiyonun olustugu bélge
Keten yagi, Tween 80:PEG 400 YEM:Y.YEM karisimi (5:1) ve distile su ile 500

rpm karistirma hizinda ve 25+1°C oda sicakliginda hazirlanan formiilasyonlar ve ¢izilen

grafikler asagidaki gibidir.

® BEYAZ / BULANIK 100 .0 51
@ AZ BULANIK 25°C
@ KREM /JEL 500 RPM
O BERRAK

O FAZ &YRIMI

o & & & & 0 00 O0COCOCOOCDODODTO®
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Sekil 5.14. 5:1 YEM:Y.YEM oraminda hazirlanan keten yagi mikroemiilsiyonun degerlendirilmesi
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Sekil 5.14°te elde edilen bilgiler kullanilarak mikroemiilsiyon olusan alan ve bu

alanin agirlik merkezi belirlenmistir (Sekil 5.15).
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Sekil 5.15. 5:1 YEM:Y.YEM oraninda hazirlanan keten yagi mikroemiilsiyonun olustugu bélge
Keten yagi, Tween 80:PEG 400 YEM:Y.YEM karisimi (3:1) ve distile su ile 500

rpm karistirma hizinda ve 25+1°C oda sicakliginda hazirlanan formiilasyonlar ve ¢izilen

grafikler asagidaki gibidir.

® BEYAZ / BULANIK 100 .0 31
@ AZ BULANIK 25°C
@ KREM /JEL 500 RPM
O BERRAK

O FAZ &YRIMI
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Sekil 5.16. 3:1 YEM:Y.YEM oraminda hazirlanan keten yagi mikroemiilsiyonun degerlendirilmesi
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Sekil 5.16’da elde edilen bilgiler kullanilarak mikroemiilsiyon olusan alan ve bu

alanin agirlik merkezi belirlenmistir (Sekil 5.17).
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Sekil 5.17. 3:1 YEM:Y.YEM oraninda hazirlanan keten yagi mikroemiilsiyonun olustugu bélge
Keten yagi, Tween 80:PEG 400 YEM:Y.YEM karisimi (1:1) ve distile su ile 500

rpm karistirma hizinda ve 25+1°C oda sicakliginda hazirlanan formiilasyonlar ve ¢izilen

grafikler asagidaki gibidir.

® BEYAZ / BULANIK 100 .0 1:1
@ AZ BULANIK 25°C
@ KREM /JEL 500 RPM
O BERRAK

O FAZ &YRIMI
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Sekil 5.18. 1:1 YEM:Y.YEM oraninda hazirlanan keten yagi mikroemiilsiyonun degerlendirilmesi
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Sekil 5.18’da elde edilen bilgiler kullanilarak mikroemiilsiyon olusan alan ve bu

alanin agirlik merkezi belirlenmistir (Sekil 5.19).

0
100 35 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 2015 10 5 O
su

Sekil 5.19. [:1 YEM:Y.YEM oraninda hazirlanan keten yag: mikroemiilsiyonun olustugu bélge

Yapilan biitiin calismalara ©6rnek olmasi acisindan sunulan {iggen faz
diyagramlarinda ayrintili bir sekilde tiim deney parametreleri verilmis ve grafikler
tizerinde elde edilen alanlar belirtilmistir. Cizilen ticgen faz diyagramlarinda gortildiigii
gibi soya yag1 ve keten yagi i¢in kullanilan YEM:Y.YEM oranlar 1:1, 3:1, 5:1 ve 7:1°dir.
9:1 gibi daha biiyiik bir oranda ¢alisilmasi liggen faz diyagramu igerisinde daha biiyiik bir
taral1 alan c¢ikmasina olanak taniyacaktir. Ancak, 7:1 oraninin iizerine c¢ikilmasi,
formiilasyonda kullanilacak YEM miktarinin da yiikselmesi anlamina gelmektedir.
Yiiksek YEM miktar ile birlikte toksik etkinin artmasi s6z konusu oldugu icin 9:1 ve
daha iist oranlar denenmemistir.

Uggen faz diyagraminda belirlenen bir ¢ok oran igerisinde mikroemiilsiyon olusan
en biiyiikk alanin 7:1 YEM:Y.YEM oraninda saglandigi goriilmiistiir. Bu nedenle 7:1
YEM:Y.YEM igeren soya yagi mikroemiilsiyonu ve keten yagr mikroemiilsiyonu i¢in
agirhik merkezlerindeki bilesen oranlart kullanilarak iki ayri1 formiilasyon yeniden
hazirlanmis ve bu mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 kullanilarak karakterizasyon ve
kararlilik ¢alismalarina baglanmistir. Bundan sonraki c¢alismalarin hepsi bu iki

formiilasyon {izerinden gerceklestirilmistir.
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Ucgen faz diyagrami calismalarinda hesaplanan alanlar ve agirlik merkezindeki

bilesenlerin kullanim oranlar1 Tablo 5.8’de verilmistir.

Tablo 5.8. 7:1 YEM:Y.YEM oraminda hazirlanan soya yagi mikroemiilsiyonun agirlik merkezi ve

bilesenlerin yiizde degerleri

7:1 YEM:Y.YEM % Oran 7:1 YEM:Y.YEM % Oran
Soya Yagi 4,31 Keten Yagi 5,81
Tween 80 + PEG 400 71,38 Tween 80 + PEG 400 74,19

Tween 80 62,46 Tween 80 64,92

PEG 400 8,92 PEG 400 9,27
Distile Su 24,31 Distile Su 20,00
Alan 313,93 Alan *335,58
5:1 YEM:Y.YEM % Oran 5:1 YEM:Y.YEM % Oran
Soya Yag 4,60 Keten Yag 5,69
Tween 80 + PEG 400 74,80 Tween 80 + PEG 400 75,00

Tween 80 62,33 Tween 80 62,50

PEG 400 12,47 PEG 400 12,50
Distile Su 20,60 Distile Su 19,31
Alan 270,63 Alan 313,93
3:1 YEM:Y.YEM % Oran 3:1 YEM:Y.YEM % Oran
Soya Yagi 4,17 Keten Yagi 5,80
Tween 80 + PEG 400 77,17 Tween 80 + PEG 400 77,00

Tween 80 57,88 Tween 80 57,75

PEG 400 19,29 PEG 400 19,25
Distile Su 18,66 Distile Su 17,20
Alan 216,51 Alan 270,63
1:1 YEM:Y.YEM % Oran 1:1 YEM:Y.YEM % Oran
Soya Yag 2,41 Keten Yagi 5,26
Tween 80 + PEG 400 76,30 Tween 80 + PEG 400 79,48

Tween 80 38,15 Tween 80 39,74

PEG 400 38,15 PEG 400 39,74
Distile Su 21,29 Distile Su 15,26
Alan 97,43 Alan 205,68

* Bulunan en biiyiik mikroemiilsiyon alanlarim gostermektedir.
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7:1 YEM:Y.YEM igeren soya yag1 mikroemiilsiyonu, keten yagi mikroemiilsiyonu

ve bos mikroemiilsiyonlar i¢in kullanilan kisaltmalar Tablo 5.9°da verilmistir.

Tablo 5.9. Mikroemiilsiyon formiilasyonlart i¢in kullanilacak kisaltmalar

Kisaltma Aciklama

SMB TGF-B1 icermeyen soya yag1 mikroemiilsiyonu
SMT TGF-B1 iceren soya yagi mikroemiilsiyonu
KMB TGF-B1 igermeyen keten yag1 mikroemiilsiyonu
KMT TGF-B1 igeren keten yag1 mikroemiilsiyonu

5.3. Ejakulattan TGF-B1 Ekstraksiyonu

Ejakulat iceriginde kalsiyum, potasyum, klor, magnezyum, ¢inko gibi birgok
minerali, semenin alkali olmasinda biiyiik 6neme sahip sitrik asit gibi vitaminleri, sperm
hiicresinin enerji kaynag1 olan fruktoz sekerini, adrenalin, noradrenalin, dopamin gibi
proteinlerin yaninda serbest amino asitleri de barindirmaktadir. Ejakulat icerisindeki
proteinler yaklasik olarak ejakulatin agirlik¢a %50’sini olusturmaktadir (http-4).

Ejakulatin yapisinda bulunan biliylik maddelerin uzaklastirilmas1 amaciyla
amonyum siilfat ve absolii alkol ile isleme tabi tutulan 6rneklerden sadece absolii alkol
ile ¢okme gozlenmis ve SDS-PAGE calismalarina bu o6rnekler {izerinden devam
edilmistir.

Ekstraksiyonu istenen TGF-B1 proteininin jel iizerinde hangi bolgede bant
olusturdugunu tespit etmek icin, proteinin saf hali de SDS-PAGE ¢alismalarinda kontrol
grubu olarak kullanilmistir. Ekstraksiyon yapilmak istenen ornekler ve saf TGF-B1’in
uygulandig1 jeller Brillant Blue ¢o0zeltisi ile boyanmustir. Jel ultraviyole 1sikta
incelenmistir. Proteinlerin jel {izerindeki yiirtimeleri farkli yogunluktaki jeller {izerinde
denenmis olmasina ragmen saf TGF-f1’in olustugu bant, 6rneklerin olusturdugu bantlar
arasindan ayirt edilememistir. Ejakulatin icerigindeki hem ¢esit hem de miktar agisindan
cok yogun olan proteinlerin jel iizerinde olusturdugu bantlardan TGF-B1’in ektraksiyonu
miimkiin olmamustir.

Her ne kadar bu tez kapsaminda TGF-B1 iceren formiilasyonlarla birlikte ejakiilat
iceren formiilasyonlarla da ¢alisilmasi planlanmis olsa da, ejakiilatin igerisinden TGF-1
proteininin ekstraksiyonu i¢in gelistirilen ve denenen yontemler yetersiz kalmis ve bu

nedenle formiilasyon ¢alismalarina sadece saf TGF-B1 ile devam edilmistir.
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5.4. Hazirlanan Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

Bu boliimde hazirlanan etkin maddeli ve etkin maddesiz mikroemiilsiyon
formiilasyonlar1 iizerinde yapilan karakterizasyon g¢alismalar1 ve elde edilen sonuglar
tartisilmigtir. Formiilasyonlar {izerinde yapilan incelemeler; fiziksel goriiniis, emiilsiyon
tipi, faz ayrimi, damlacik biiyiikliigii ve dagilimi, zeta potansiyel, reolojik davranis, pH,

elektriksel iletkenlik, FT-IR, NMR ve etkin madde miktar tayini olarak siralanabilir.

5.4.1. Fiziksel goriiniis

Taze olarak hazirlanan formiilasyonlarin 25+1°C oda sicakligindaki goriiniisleri
gorsel olarak incelenmistir. Yapilan gozlemler sonucunda, hazirlanan formiilasyonlarin
kararl1 bir yapida oldugu bulunmus, formiilasyonlarda fiziksel goriiniis agisindan bir
degisiklik goriilmemis ve hazirlandigi andan itibaren berrak ve tekdiize goériiniimiinii

korumustur. Elde edilen sonuglar Tablo 5.10°da sunulmustur.

Tablo 5.10. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinn fiziksel goriintisii

Formiilasyon Aciklama

SMB Berrak, tekdiize, kararh
SMT Berrak, tekdiize, kararh
KMB Berrak, tekdiize, kararh
KMT Berrak, tekdiize, kararli

5.4.2. Tip tayini

Taze olarak hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin tipi dis fazlar su ile
seyreltilerek kontrol edilmistir. Formiilasyonlara distile su eklendigi zaman berrak,
tekdiize ve kararli yapilarmi korumaya devam etmesi, hazirlanan mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin = Y/S tipi oldugunun gostergesidir. Ayrica, karakterizasyon
calismalarinda formiilasyonlarin iletkenliginin Ol¢lilmesi de formiilasyon tipinin Y/S

olduguna isaret etmektedir (Bumajdad ve Eastoe, 2004).

5.4.3. Faz ayrim ve santrifiij uygulanmasi

Taze olarak hazirlanan formiilasyonlarin 1000 ve 2000 rpm hizda 15 dakika
santrifiij edilmesinden sonra gorsel olarak incelenmis ve hig bir formiilasyonda faz ayrimi

goriilmemistir.

59



5.4.4. Damlacik biiyiikliigii ve dagilim

Taze olarak hazirlanan formiilasyonlarin damlacik biiylkligi ve dagilimi,
ortalama, SS ve SH degerleri Tablo 5.11°de verilmistir. Damlacik biiyiikligi ve

dagilimini gosteren karsilastirmali analiz sonuglari ise Sekil 5.20-5.23’te sunulmustur.

Tablo 5.11. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin damlacik biiyiikliigii ve dagilimi (n=6)

Olgiim (d.nm) SMB SMT KMB KMT
1 12,060 14,850 15,280 23,410
2 11,880 13,070 15,680 21,580
3 11,300 12,510 15,970 32,710
4 11,120 12,390 16,570 35,100
5 11,030 16,630 17,060 42,820
6 11,120 12,620 17,160 29,890
Ort. 11,418 13,678 16,287 30,918
SS 0,440 1,709 0,765 7,836
SH 0,180 0,698 0,312 3,199
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Sekil 5.20. SMB mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin damlacik biiyiikliigii ve dagilimi (n=6)
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Sekil 5.21. SMT mikroemiilsiyon formiilasyonlarimin damlacik biiyiikliigii ve dagilimi (n=6)
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Sekil 5.22. KMB mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin damlacik biiyiikliigii ve dagilimi (n=6)
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Sekil 5.23. KMT mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin damlacik biiytikliigii ve dagilimi (n=6)

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin damlacik biiyiikliigii dagilimi incelendiginde,
etkin madde icermeyen formiilasyonlarin ortalama damlacik biiyiikliigli soya yagi
mikroemiilsiyonu i¢in 11,418 nm ve keten yagi mikroemiilsiyonu i¢in 17,160 nm olarak
bulunmustur. Bu degerler etkin maddeli SBT ve KBT formiilasyonlar: i¢in sirasiyla
13,678 nm ve 30,918 nm biiyiikliiklere yiikselmistir. Formiilasyonlarin damlacik
biiyiikliikleri genel olarak 50 nm altinda olsa da, yapilan incelemeler sonucunda
mikroemiilsiyonlarin igerisinde 100 nm ve {iizerinde yag damlaciklarinin oldugu da
gozilkmektedir. Ancak analiz raporlari incelendigi zaman 100 nm ve {izerindeki
damlaciklarin toplam damlaciklara gore yiizde oranmin sadece %10 oldugu
goriilmektedir. Yag damlaciklarinda %90 gibi biiyiikk bir oran 50 nm altindaki
damlaciklar1 kapsamaktadir. Sahip olduklar1 bu kii¢iik damlacik yapilar1 sayesinde de
berrak/saydam goziikmektedirler. Hazirlanan bu sistemler i¢in terminolojik olarak
mikroemiilsiyon teriminin kullanilmasi yaniltici da olsa, aslinda 10 ile 100 nm arasindaki
damlacik biiyiikliigiine sahip kararli ve nano boyutlu sistemler anlagilmaktadir (Burguera

ve Burguera, 2012).
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Tablo 5.12. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin PDI degerleri (n=6)

Ol¢iim (PDI) SMB SMT KMB KMT
1 0,201 0,306 0,263 0,363

2 0,190 0,342 0,228 0,396

3 0,109 0,322 0,246 0,257

4 0,100 0,332 0,259 0,272

5 0,093 0,288 0,253 0,263

6 0,066 0,343 0,229 0,280

Ort. 0,127 0,322 0,246 0,305

SS 0,055 0,022 0,015 0,059

SH 0,023 0,009 0,006 0,024

Biiyiikliik dagilimini degerlendirmek igin 0-1 arasinda degerler alan polidisperslik
indisi (PDI) verileri incelenmistir. PDI sifira yakin degerlerde ise formiilasyonun
homojen bir dagilima sahip oldugunu (monodispers) gostermektedir (Scholer vd., 2001).
Yapilan ¢alisma sonucunda etkin maddesiz SMB ve KMB formiilasyonlarinin ortalama
PDI degerleri sirasiyla 0,127 ve 0,246 olarak bulunmustur. Etkin maddeli SMT ve KMT
formiilasyonlarinda ise degerlerin blyiidiigli ve sirasiyla 0,322 ve 0,305 oldugu
goriilmektedir. Bu sonuclardan, etkin maddesiz formiilasyonlarin etkin maddeli
formiilasyonlara gore daha homojen bir dagilima sahip oldugu soylenebilir.
Damlaciklarin biiytlikliik dagilimlar1 hakkinda bilgi veren PDI, ortalama, SS ve SH

degerleri ise Tablo 5.12°de sunulmustur.

5.4.5. Zeta potansiyel analizi

Zeta potansiyel degeri hem dagilan damlaciklarin ara yiizeyde bulunan ¢ift tabakali
elektrik potansiyelini, hem de ara yiizeyden damlaciklarin dagitan faza kars1 olusturdugu
potansiyeli ifade etmektedir. Zeta potansiyel Ol¢limii hem karakterizasyon hem de
kararlilik caligsmalarinda 6nemli sonuglar edinmemizi saglar. Pozitif ya da negatif diisiik
zeta potansiyel degerine sahip dispers sistemler diisiik fiziksel kararlilik gdsterirken,
yiiksek zeta potansiyele sahip sistemde itme ve ¢cekme kuvvetlerinin giicline bagl olarak
kararlilik daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Lu ve Gao, 2010).

Taze hazirlanan etkin maddeli ve etkin maddesiz mikroemiilsiyonlar i¢in zeta
potansiyeli Ol¢limleri tek kullanimlik zeta hiicrelerinde, 25+1°C oda sicakliginda ve

formiilasyonlar dis faz olan distile su ile seyreltildikten sonra yapilmaistir.
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Distile sudaki iletkenligin neden olabilecegi kiiclik degisimlerin 6l¢iim sonuglarini
etkilememesi icin, kullanilan distile su dl¢limlerden 6nce NaClI ile 50 uS iletkenlige
ayarlanmistir. Hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerleri
Tablo 5.13’te verilmistir. Etkin madde yiiklendikten sonra elde edilen SMT ve KMT

mikroemiilsiyonlarinda zeta potansiyel degerlerinin diistiigli goriilmektedir.

Tablo 5.13. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerleri (n=6)

Zeta Potansiyel (mV) SMB SMT KMB KMT
1 -7,730 -1,220 -2,280 -2,220

2 -7,260 -1,280 -6,090 -1,270

3 -11,600 -1,850 -11,100 -0,184

4 -10,400 -0,654 -8,920 -1,230

5 -6,580 -1,080 -3,830 -0,354

6 -5,210 -1,110 -8,920 -1,210

Ort. -8,130 -1,199 -6,857 -1,078

SS 2,410 0,387 3,383 0,736

SH 0,984 0,158 1,381 0,300

5.4.6. Reolojik analiz

Farmasotik alanda gegerli olan bir¢ok akis tipi vardir. Kayma hizindaki degisime
bagli olarak viskozitede degisim olmaz ya da kayma gerilimi ile kayma hiz1 arasinda
dogrusal korelasyon var ise, bu akisa Newton akis ad1 verilir. Kayma hizindaki artis ile
viskozite degisimi gosteren sistemler ise Newton olmayan akis olarak tanimlanir. Su, ¢ok
seyreltik emiilsiyonlar, mikroemiilsiyonlar ve bazi yaglar Newton akis gosterir. Newton
olmayan akis tipleri, kayma hizina, zamana ve kayma gerilimine bagli olarak viskozitede
degisimin goriildiigl akis tipleridir (Yazan, 2002b).

Mikroemiilsiyon sistemlerin Newton akis modeline uymasi damlaciklarin kiiresel
oldugunu, agregat olusturmadigini, i¢ faz hacim oranmin diisik ve damlacik
bliytikligliniin ¢cok ufak oldugunun gostergesidir (Celebi, 2007). Taze olarak hazirlanan
formiilasyonlarin reolojik davranigit Brookfield koni-plak reometresi kullanilarak
incelenmis, Olclimler 25+1°C oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Mikroemdiilsiyon
formiilasyonlarinin Newton akis modeline uyum gostermesi beklenmektedir. Etkin
maddeli ve etkin maddesiz formiilasyonlarda reolojik analiz sonucunda elde edilen

reogramlar Tablo 5.14-5.29 ve Sekil 5.24-5.39’da verilmistir.
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Tablo 5.14. SMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (6lgiim 1)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)
36,25 10,00 13,92 38,40 25,25
33,66 20,00 25,85 76,80 25,25
32,79 30,00 37,78 115,20 25,28
31,07 40,00 47,72 153,60 25,25
31,07 50,00 59,65 192,00 25,25
30,21 60,00 69,59 230,40 25,28
29,59 70,00 79,53 268,80 25,25
28,48 80,00 87,49 307,20 25,25
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Sekil 5.24. SMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (Olgiim 1)

Tablo 5.15. SMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (6l¢iim 2)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)
56,96 10,00 21,87 38,40 25,23
49,19 20,00 37,78 76,80 25,23
43,15 30,00 49,71 115,20 25,20
40,13 40,00 61,64 153,60 25,20
37,28 50,00 71,58 192,00 25,20
35,38 60,00 81,52 230,40 25,23
33,29 70,00 89,48 268,80 25,18
32,36 80,00 99,42 307,20 25,20
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Sekil 5.25. SMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (6l¢iim 2)
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Tablo 5.16. SMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (6l¢iim 3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)

67,31 10,00 25,85 38,40 25,15
56,96 20,00 43,74 76,80 25,15
50,05 30,00 57,66 115,20 25,15
46,60 40,00 71,58 153,60 25,15
43,50 50,00 83,51 192,00 25,13
40,56 60,00 93,45 230,40 25,13
37,73 70,00 101,41 268,80 25,13
35,60 80,00 109,36 307,20 25,13
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Sekil 5.26. SMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (6l¢iim 3)

Tablo 5.17. SMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)

53,51 10,00 20,55 38,40 25,21
46,60 20,00 35,79 76,80 25,21
42,00 30,00 48,38 115,20 25,21
39,27 40,00 60,31 153,60 25,20
37,28 50,00 71,58 192,00 25,19
35,38 60,00 81,52 230,40 2521
33,54 70,00 90,14 268,80 25,19
32,15 80,00 98,76 307,20 25,19
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Sekil 5.27. SMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

65



Tablo 5.18. KMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (6l¢iim 1)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)

36,25 10,00 13,92 38,40 25,73
31,07 20,00 23,86 76,80 25,73
27,62 30,00 31,81 115,20 25,70
27,18 40,00 41,76 153,60 25,73
25,89 50,00 49,71 192,00 25,70
25,03 60,00 57,66 230,40 25,70
24,41 70,00 65,62 268,80 25,70
23,95 80,00 73,57 307,20 25,70
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Sekil 5.28. KMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (6l¢iim 1)

Tablo 5.19. KMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (6l¢iim 2)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)

46,60 10,00 17,90 38,40 25,65
38,84 20,00 29,83 76,80 25,65
37,97 30,00 43,74 115,20 25,65
34,95 40,00 53,69 153,60 25,63
33,14 50,00 63,63 192,00 25,63
31,93 60,00 73,57 230,40 25,60
31,07 70,00 83,51 268,80 25,60
29,77 80,00 91,46 307,20 25,63
150 150
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£ e
2 9% ‘g 90 o
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Sekil 5.29. KMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (6l¢iim 2)
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Tablo 5.20. KMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (6l¢iim 3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)

51,78 10,00 19,88 38,40 25,70
49,19 20,00 37,78 76,80 25,70
44,88 30,00 51,70 115,20 25,70
41,42 40,00 63,63 153,60 25,70
39,35 50,00 75,56 192,00 25,70
37,97 60,00 87,49 230,40 25,70
36,25 70,00 97,43 268,80 25,70
35,60 80,00 109,36 307,20 25,60
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Sekil 5.30. KMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (6l¢iim 3)

Tablo 5.21. KMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)

44,88 10,00 17,23 38,40 25,69
39,70 20,00 30,49 76,80 25,69
36,82 30,00 42.42 115,20 25,68
34,52 40,00 53,03 153,60 25,69
32,79 50,00 62,97 192,00 25,68
31,64 60,00 72,91 230,40 25,67
30,58 70,00 82,19 268,80 25,67
29,77 80,00 91,46 307,20 25,64
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Sekil 5.31. KMB mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

67



Tablo 5.22. SMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (6l¢iim 1)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)
72,49 10,00 27,84 38,40 25,85
46,60 20,00 35,79 76,80 25,85
36,25 30,00 41,76 115,20 25,85
31,07 40,00 47,72 153,60 25,83
27,96 50,00 53,69 192,00 25,83
25,89 60,00 59,65 230,40 25,83
23,67 70,00 63,63 268,80 25,83
22,65 80,00 69,59 307,20 25,83
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Sekil 5.32. SMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (6l¢iim 1)

Tablo 5.23. SMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (dlgiim 2)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)
108,74 10,00 41,76 38,40 25,65
77,67 20,00 59,65 76,80 25,65
63,86 30,00 73,57 115,20 25,65
55,66 40,00 85,50 153,60 25,68
49,71 50,00 95,44 192,00 25,65
44,88 60,00 103,39 230,40 25,65
41,42 70,00 111,35 268,80 25,65
39,48 80,00 121,29 307,20 25,65
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Sekil 5.33. SMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (dl¢iim 2)
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Tablo 5.24. SMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (olgtim 3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)
77,67 10,00 29,83 38,40 25,65
62,14 20,00 47,72 76,80 25,63
55,23 30,00 63,63 115,20 25,65
50,49 40,00 77,55 153,60 25,63
47,64 50,00 91,46 192,00 25,63
45,74 60,00 105,38 230,40 25,65
43,64 70,00 117,31 268,80 25,65
42,72 80,00 131,23 307,20 25,65
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Sekil 5.34. SMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (6l¢iim 3)

Tablo 5.25. SMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

350

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)
86,30 10,00 33,14 38,40 25,72
62,14 20,00 47,72 76,80 25,71
51,78 30,00 59,65 115,20 25,72
45,74 40,00 70,26 153,60 25,71
41,77 50,00 80,20 192,00 25,70
38,84 60,00 89,47 230,40 25,71
36,24 70,00 97,43 268,80 25,71
34,95 80,00 107,37 307,20 25,71
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Sekil 5.35. SMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)
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Tablo 5.26. KMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (0lgiim 1)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)

67,31 10,00 25,85 38,40 25,83
36,25 20,00 27,84 76,80 25,83
25,89 30,00 29,83 115,20 25,80
22,01 40,00 33,80 153,60 25,80
19,68 50,00 37,78 192,00 25,80
18,12 60,00 41,76 230,40 25,80
17,01 70,00 45,73 268,80 25,80
16,83 80,00 51,70 307,20 25,80
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Sekil 5.36. KMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ol¢iim 1)

Tablo 5.27. KMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (0l¢iim 2)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)

98,38 10,00 37,78 38,40 25,70
59,55 20,00 45,73 76,80 25,70
41,42 30,00 47,72 115,20 25,70
32,36 40,00 49,71 153,60 25,68
27,96 50,00 53,69 192,00 25,70
25,89 60,00 59,65 230,40 25,68
24,41 70,00 65,62 268,80 25,68
22,65 80,00 69,59 307,20 25,68
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Sekil 5.37. KMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (6l¢iim 2)
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Tablo 5.28. KMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (0lgiim 3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)
88,03 10,00 33,80 38,40 25,68
64,73 20,00 49,71 76,80 25,68
55,23 30,00 63,63 115,20 25,68
47,90 40,00 73,57 153,60 25,68
43,50 50,00 83,51 192,00 25,68
40,56 60,00 93,45 230,40 25,68
37,73 70,00 101,41 268,80 25,68
35,60 80,00 109,36 307,20 25,65

150 150
120 E 120
- a
R g "
30 z 30
o
0 0 ‘
0 50 100 150 200 250 300 350 50 100 150 200 250 300 350

Kayma Hizi (s!)

Kayma Hizi (s!)

Sekil 5.38. KMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ol¢iim 3)

Tablo 5.29. KMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)
84,57 10,00 32,48 38,40 25,74
53,51 20,00 41,09 76,80 25,74
40,85 30,00 47,06 115,20 25,73
34,09 40,00 52,36 153,60 25,72
30,38 50,00 58,33 192,00 25,73
28,19 60,00 64,95 230,40 25,72
26,38 70,00 70,92 268,80 25,72
25,03 80,00 76,88 307,20 25,71
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Sekil 5.39. KMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)
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5.4.7. pH analizi

Taze olarak hazirlanan etkin maddeli ve etkin maddesiz mikroemiilsiyon
formiilasyonlarin pH degeri 6l¢timleri pH metre ile yapilmis ve Tablo 5.30’daki sonuglar

elde edilmistir.

Tablo 5.30. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinmin pH degerleri (n=6)

pH Ol¢iim SMB SMT KMB KMT
1 8,41 6,17 7,69 6,23

2 8,35 6,21 7,61 6,23

3 8,43 6,14 7,73 6,15

4 8,35 6,17 7,56 6,23

5 8,32 6,21 7,63 6,23

6 8,36 6,14 7,74 6,15

Ort. 8,37 6,17 7,66 6,20

SS 0,04 0,03 0,07 0,04

SH 0,02 0,01 0,03 0,02

SMB ve KMB formiilasyonlarina TGF-B1 eklendigi zaman pH degerinde sirasiyla
2.20 ve 1.46 diisiis gortilmektedir (Sekil 5.40). Kararlilik ¢aligmalarinda bu degerlerdeki
degisim takip edilecektir.

10.00
9.00

8.00

7.00

pH

2.20 I 1.46
6.00

5.00

4.00

SMB SMT KMB KMT

Sekil 5.40. KMT mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

5.4.8. Elektriksel iletkenlik analizi

Elektriksel iletkenlik mikroemiilsiyonlarin yapisal davranislari hakkinda bilgi verir.
Ozellikle mikroemiilsiyonun siirekli fazini ve faz tipini belirlemek i¢in kullanilan énemli
bir parametredir. Y/S emiilsiyon sistemlerinin elektriksel iletkenligi S/Y sistemlerine

gore daha yiiksektir (Miiller ve Heinemann, 1993).
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Y/S tipi mikroemiilsiyonda goriilen diren¢ yiiksek olmasina ragmen, S/Y tipi
mikroemiilsiyonda sadece damlacik koagiilasyonu (biraraya gelme) oldugunda iletkenlik
gozlenmektedir (Kas, 1996). Taze olarak hazirlanan formiilasyonlarin 6l¢iilen elektriksel

iletkenlik, ortalama, SS ve SH degerleri Tablo 5.31 ve Sekil 5.41°de verilmistir.

Tablo 5.31. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin elektriksel iletkenlik degerleri (n==6)

Elektriksel iletkenlik (uS/cm) SMB SMT KMB KMT
1 128,0 70,3 171,0 68,0
2 129,0 72,3 172,0 68,0
3 129,0 75,0 173,0 68,0
4 129,0 70,5 175,0 68,3
5 129,0 70,4 174,0 68,9
6 132,0 70,4 174,0 72,0
Ort. 129,3 71,5 173,2 68,9
SS 1,4 1,9 1,5 1,6
SH 0,6 0,8 0,6 0,6
200
= 150
; 100
= 50
0
SMB SMT KMB KMT

Sekil 5.41. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin elektriksel iletkenlik degerleri (n=6)

5.4.9. FT-IR analizi

Karakterizasyon calismasi kapsaminda etkin maddenin 500-4000 ¢cm™ arasinda
Fourier doniistimlii infrared (FT-IR) spektrumu alinmis ve karakteristik IR bantlar
incelenmistir. Elde edilen sonucglar kararlilik caligmasinin degerlendirilmesinde
kullanilmistir. Etkin madde ve 4+1°C, 25+1°C ve 40+1°C’lik ortam kosullarinda
saklanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin FT-IR analizlerinde; TGF-f1 maddesine
ozgii parmak izi bolgesi olan 600-1200 cm™ bolgesindeki spekturum incelenmis ve
yapilan tiim analizlerde birbiriyle uyusmasi etkin maddenin bozunmasi agisindan

degerlendirilmistir. TGF-B1 maddesine ait FT-IR spektrumu Sekil 5.42°de verilmistir.
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Sekil 5.42. TGF-f1 maddesinin FT-IR spektrumu

5.4.10. NMR analizi

Karakterizasyon calismasi kapsaminda etkin maddenin Niikleer Manyetik
Rezonans (NMR) analizlerinde, ¢oziicli olarak dotero-DMSO maddesi kullanilmis ve
spektrumlar1 alinmistir. Elde edilen sonuglar kararlilik ¢alismasinin degerlendirilmesinde
kullanilmistir. Etkin madde ve 4+1°C, 25+1°C ve 40+1°C’lik ortam kosullarinda
saklanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 'H-NMR analizlerinde; TGF-Bl1
maddesine ait 3,76 ppmdeki pik incelenmistir. TGF-B1 maddesine ait 'H-NMR

spektrumu Sekil 5.43’te verilmistir.

Jod

T T T T T T T T T T T T 1
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Sekil 5.43. TGF-B1 maddesinin ' H-NMR spektrumu
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5.4.11. Etkin madde miktar tayini

Hazirlanan formiilasyonlarin etkin madde miktar tayini, eslestirilmis bir antikor
ciftinin arasina baglanan TGF-B1 miktarin1 6lgmek i¢in 6zel olarak tasarlanmig
“Insan/Fare TGF-B1 Kaplanmamus ELISA Kiti” kullanilarak gergeklestirilmistir.

Boliim 4.7.11°de anlatildig1 gibi 2,5 pg/mL TGF-B1 maddesi igeren formiilasyonlar
etkin madde miktar tayini i¢in seyreltilmistir. Bu seyreltme isleminden sonra etkin madde
konsantrasyonu 1 ng/mL’ye diismiistiir. Hazirlanan formiilasyonlar bu sefer korelasyon
islemi i¢in ELISA Kitinde seyreltme islemlerinden gegirilmis ve 450 nm dalga boyunda
absorbanslar1 okunmugstur. Gerekli hesaplamalar yapilarak Sekil 5.44’teki dogru

denklemi elde edilmistir.

v 0.8
g y=0.0013x + 0.0115
5 2 =0.9994
@ 0.6
O
<

0.4

0.2

0
0 200 400 600 800 1000 1200

Konsantrasyon (pg)

Sekil 5.44. TGF-S1 maddesine ait korelasyon ve dogru denklemi

Calisma sonucunda elde edilen dogru denklemi y=0,0013+0,0115 olarak
hesaplanmistir. Yontemin dogru g¢alistiginin gosterilmesi amaciyla 1000 pg/mL etkin
madde konsantrasyonuna sahip mikroemiilsiyon tiizerinde 6l¢iim yapilmis ve 1,313
absorbans elde edilmistir. Gerekli hesaplamalar yapilip etkin madde konsantrasyonuna
geri doniildiigiinde 1001,154 pg etkin madde oldugu bulunmustur.

Calisma sonucunda elde edilen dogru denklemi formiilasyonlarin kararlilik

calismalarinda etkin madde miktar tayini i¢in kullanilacaktir.
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5.5. Formiilasyonlarda Yapilan Kararhhik Calismalar:

Fiziksel ozelliklerin degerlendirilmesi ve olasi degisimlerin incelenmesi igin
4+£1°C, 25£1°C ve 40£1°C olmak iizere {li¢ farkli kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlar iizerinde belirli araliklarda (0., 30. ve 90. giinlerde) testler yapilmistir.
Yapilan kararlilik caligmalarinin daha iyi anlasilabilmesi amaciyla hazirlanmis olan

formiilasyonlar i¢in kullanilan kisaltmalar Tablo 5.32’de verilmistir.

Tablo 5.32. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin kararlihik ¢calismalari icin kullanilan kisaltmalar

Kisaltma Aciklama

SMB-0Z Taze hazirlanmig etkin maddesiz soya yagi mikroemiilsiyonu

SMT-0Z Taze hazirlanmig TGF-B1 igeren soya yagi mikroemiilsiyonu

KMB-0Z Taze hazirlanmig etkin maddesiz keten yagi mikroemiilsiyonu
KMT-0Z Taze hazirlanmig TGF-B1 iceren keten yagi mikroemiilsiyonu

SMT-25-1A 25+1°C sicaklikta 1 ay saklanmig TGF-B1 iceren soya yag1 mikroemiilsiyonu
KMT-25-1A 25+1°C sicaklikta 1 ay saklanmig TGF-B1 igeren keten yagi mikroemiilsiyonu
SMT-25-3A 25+1°C sicaklikta 3 ay saklanmig TGF-B1 igeren soya yagi mikroemiilsiyonu
KMT-25-3A 25+1°C sicaklikta 3 ay saklanmig TGF-B1 igeren keten yagi mikroemiilsiyonu
SMT-4-1A 4+£1°C sicaklikta 1 ay saklanmig TGF-B1 igeren soya yagi mikroemiilsiyonu
KMT-4-1A 4+£1°C sicaklikta 1 ay saklanmig TGF-B1 igeren keten yagi mikroemiilsiyonu
SMT-4-3A 4+£1°C sicaklikta 3 ay saklanmig TGF-B1 igeren soya yagi mikroemiilsiyonu
KMT-4-3A 4+1°C sicaklikta 3 ay saklanmig TGF-B1 igeren keten yagi mikroemiilsiyonu
SMT-40-1A 40+1°C sicaklikta 1 ay saklanmig TGF-B1 igeren soya yagi mikroemiilsiyonu
KMT-40-1A 40+1°C sicaklikta 1 ay saklanmig TGF-B1 igeren keten yagi mikroemiilsiyonu
SMT-40-3A 40+1°C sicaklikta 3 ay saklanmig TGF-B1 igeren soya yagt mikroemiilsiyonu
KMT-40-3A 40+1°C sicaklikta 3 ay saklanmis TGF-B1 igeren keten yag1 mikroemiilsiyonu

5.5.1. Fiziksel goriiniis

4+1°C, 25+1°C ve 40£1°C olmak iizere ii¢ farkli kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlarin goriiniisleri 0., 30. ve 90. giinlerde gorsel olarak incelenmistir.
Kararlilik ¢alismalar1 sirasinda 40+1°C’lik  ortamda bekletilen formiilasyonlarin
sicakliktan etkilenerek bozundugu gorilmiistiir. Bu formiilasyonlar ic¢in kararlilik
calismalar1 1. aydan sonra gerceklestirilememis ve degerlendirilmeye alinmamuistir.

Yapilan gozlemler sonucunda, 4+1°C ve 25+1°C kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlarin kararl bir yapida oldugu bulunmus, formiilasyonlarda fiziksel goriiniis
acisindan bir degisiklik goriilmemis ve hazirlandigi andan itibaren berrak ve tekdiize

goriinlimiinii korumustur.
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4+1°C, 25+1°C ve 40£1°C’lik kararlilik ortamlarinda bekletilen formiilasyonlarin
30. ve 90. giinlerde gerceklestirilen fiziksel goriiniis incelemesinde elde edilen sonuglar

Tablo 5.33’te sunulmustur.

Tablo 5.33. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin fiziksel goriiniisii

Kisaltma Aciklama

SMT-25-1A Berrak, tekdiize, kararli
KMT-25-1A Berrak, tekdiize, kararli
SMT-25-3A Berrak, tekdiize, kararli
KMT-25-3A Berrak, tekdiize, kararh
SMT-4-1A Berrak, tekdiize, kararh
KMT-4-1A Berrak, tekdiize, kararh
SMT-4-3A Berrak, tekdiize, kararli
KMT-4-3A Berrak, tekdiize, kararli
SMT-40-1A Bozunmus / kararsiz
KMT-40-1A Bozunmus / kararsiz
SMT-40-3A Bozunmus / kararsiz
KMT-40-3A Bozunmus / kararsiz

5.5.2. Tip tayini

4£1°C, 25+1°C ve 40£1°C olmak iizere li¢ farkli kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlarin tipi dis fazlar1 su ile seyreltilerek kontrol edilmistir. Formiilasyonlara
0., 30. ve 90. giinlerde distile su eklendigi zaman berrak, tekdiize ve kararli yapilarini
korumaya devam etmislerdir. Bu durum Y/S mikroemiilsiyon formiilasyonlarinda tip
degisimi olmadiginin gostergesidir. Kararlilik ¢alismalarinda 6lctilen iletkenlik degerleri
de formiilasyon tipinin Y/S olarak devam ettigine isarettir. 40+£1°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in kararlilik calismalar1 1. aydan sonra gergeklestirilememis ve

degerlendirilmeye alinmamistir (Bumajdad ve Eastoe, 2004).

5.5.3. Faz ayrim ve santrifiij uygulanmasi

4+1°C, 25+1°C ve 40£1°C olmak iizere ii¢ farkli kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlar 0., 30. ve 90. giinlerde 1000 ve 2000 rpm hizda 15 dakika santrifiij
edilmis, gorsel olarak incelenmis ve hi¢ bir formiilasyonda faz ayrimi goriilmemistir.
40+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar icin kararlilik ¢aligsmalari 1. aydan sonra

gergeklestirilememis ve degerlendirilmeye alinmamastir.
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5.5.4. Damlacik bityiikliigii ve dagilhimm

4+1°C, 25+1°C ve 40£1°C olmak iizere ii¢ farkli kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlarin 0., 30. ve 90. giinlere ait damlacik biiytlikliigii ve dagilimi, ortalama, SS
ve SH degerleri Tablo 5.34 ve Tablo 5.35’te verilmistir. 40+£1°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in kararlilik calismalar1 1. aydan sonra gergeklestirilememis ve

degerlendirilmeye alinmamustir.

Tablo 5.34. Keten yagi mikroemiilsiyonlarinin damlacik biiyiikliigii ve dagilimi (n=6)

Olcﬁm (d.nm) KMT-25-1A KMT-25-3A KMT-4-1A KMT-4-3A KMT-40-1A KMT-40-3A

1 7,922 31,310 12,880 16,680 28,980 -
2 9,124 27,670 10,560 17,110 85,440 -
3 8,014 32,960 11,720 16,530 76,460 -
4 9,071 32,980 9,824 15,340 39,370 -
5 8,035 31,250 10,980 15,280 37,830 -
6 7,663 37,130 9,996 14,910 19,370 -
Ort. 8,305 32,217 10,993 15,975 47,908 -
SS 0,628 3,089 1,152 0,907 26,725 -
SH 0,257 1,261 0,470 0,370 10,910 -

Tablo 5.35. Soya yag mikroemiilsiyonlarinin damlacik biiyiikliigii ve dagilimi (n=6)

Olgiim (d.nm) SMT-25-1A SMT-25-3A SMT-4-1A  SMT-4-3A  SMT-40-1A SMT-40-3A

1 12,970 38,020 20,210 14,930 21,820 -
2 8,392 37,910 13,660 15,530 15,480 -
3 8,524 37,640 24,260 15,080 12,920 -
4 10,590 32,030 19,280 15,170 11,200 -
5 14,870 43,080 11,940 15,280 12,900 -
6 61,180 43,180 17,900 15,380 11,190 -
Ort. 19,421 38,643 17,875 15,228 14,252 -
SS 20,613 4,146 4,499 0,215 4,027 -
SH 8,415 1,692 1,837 0,088 1,644 -

Kararlilik ¢aligmalarindan elde edilen damlacik biiytikliigii ve dagilimi sonuglarinin
daha 1y1 degerlendirilebilmesi icin veriler grafiklere (Sekil 5.45 ve Sekil 5.46)
doniistiiriilmiis ve zaman i¢inde goriilen degisimler SPSS (v.24) programi kullanilarak
Two Way ANOVA yontemiyle istatistiksel olarak karsilagtirilmistir. Karsilagtirmalar
yapilirken KMT-40-3A ve SMT-40-3A formiilasyonlar1 dikkate alinmamaistir.
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Sekil 5.46. Soya yagi mikroemiilsiyonlarinin ortalama damlacik biiyiikliigii ve dagilimi (n=6)

Keten yagi mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 0. zaman dlglimlerinde ortalama
damlacik biiytikligii 30,918 nm bulunmustur. 30. giin 6l¢limlerinde bu deger, 25+1°C’lik
ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 8,305 nm ve 4+1°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in 10,993 nm bulunmustur. Yapilan bazi ¢alismalar mikroemiilsiyon
damlacik biiyiikliigiiniin zaman igerisinde kiiciilebilecegini gostermektedir. Ancak, bu
kiiciilmenin sebebi genellikle, sedimentasyon olan bir formiilasyonda ornek alma
sirasinda yasanan problemler olarak goziikkmektedir (Kotmakchiev vd., 2012).
Formiilasyonlarmn 90. giin Sl¢limlerinde ortalama damlacik buyiikligi, 25+1°C’lik
ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 32,217 nm ve 4+1°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in 15,975 nm bulunmustur. Formiilasyonlarin 0. zaman ve 90. giin
damlacik biiyiikliigii bulgularinin istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis; en az degisim
25+1°C’lik  kararlilik ortaminda bekletilen keten yagi mikroemiilsiyonlarinda
goriilmiistiir (p>0,05).
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Soya yagi mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 0. zaman Ol¢limlerinde ortalama
damlacik biiyiikliigii 13,678 nm bulunmustur. 30. giin 6l¢timlerinde bu deger, 25+1°C’lik
ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 19,421 nm ve 4+1°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in 17,875 nm bulunmustur. Formiilasyonlarin 90. giin 6lgiimlerinde
ortalama damlacik bliylikligi, 25+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 38,643
nm ve 4+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar icin 15,228 nm bulunmustur.
Formiilasyonlarin 0. zaman ve 90. giin damlacik buyiikliigi bulgularinin istatistiksel
karsilastirilmast yapilmis; en az degisim 4+1°C’lik kararlilik ortaminda bekletilen soya
yag1 mikroemiilsiyonlarinda goriilmiistiir (p>0,05).

Ortalama damlacik biiyiikligiiniin ya da damlaciklarin biiytlikliikk dagilimlarinin
degismesi, mikroemiilsiyon sistemlerde kararliliginin degerlendirilmesi amaciyla
kullanilabilen 6énemli bir parametredir. Dayanikli iki emiilsiyon sistemde, damlacik
biiyiikliigiinde baslangigta hizli bir artis ve bunu takiben yavas bir degisme gozlenebilir.
Damlacik biyiikliigli, damlacik yiizey alan1 veya damlacik hacmi zamanla
degisebilmektedir. Farkli sicaklik ortamlarinda saklanan orneklerdeki damlacik
biiyiikliigiindeki bu artis kararliligin bozuldugunu gosterir (Rieger, 1986). Zamana kars1
degisimi inceleyebilmek i¢in hem keten yagi hem de soya yagi mikroemiilsiyonu
damlacik biiytikliiklerinin aylar arasi karsilastirmali istatistik sonuglari Tablo 5.36’da

gosterilmistir.

Tablo 5.36. Ortalama damlacik biiyiikliigiiniin aylar arasi karsilastirmali istatistik sonuglar

Formiilasyonlar p Degeri Karar Olasihig:
KMT-0Z / KMT-25-1A 0,0010 »<0,001
KMT-0Z / KMT-25-3A 0,6886 p>0,05
KMT-0Z / KMT-4-1A 0,0020 p=<0,01
KMT-0Z / KMT-4-3A 0,0076 <0,01
KMT-25-1A / KMT-25-3A 0,0000 p=<0,001
KMT-4-1A /KMT-4-3A 0,0001 p=<0,001
SMT-0Z / SMT-25-1A 0,5329 p>0,05
SMT-0Z / SMT-25-3A 0,0000 »<0,001
SMT-0Z / SMT-4-1A 0,1278 p>0,05
SMT-0Z / SMT-4-3A 0,0830 p>0,05
SMT-25-1A/ SMT-25-3A 0,0515 p>0,05
SMT-4-1A / SMT-4-3A 0,2219 p>0,05
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Bir karsilastirmada istatistiksel olarak “Onemli/anlamli fark vardir” karari
verilecegi zaman, yapilacak olas1 hata miktarmni p degeri gosterir. Unlii istatistik¢i Fisher
tarafindan hatanin maksimum kabul edilebilir diizeyi 0,05 olarak onerilmis ve kabul
gormiistiir. Bulunan p degeri 0,05'in altinda ise karsilagtirma sonucunda énemli farklilik
oldugu anlamina gelir. Genellikle biitiin programlar p degeri ifadesini kullanirken, SPSS
programinda p degeri yerine Sig. kisaltmasi kullanilir. Yapilan istatistiksel ¢aligmalarin

karar olasilig1 ve degerlendirme sonuglari i¢in Tablo 5.37’deki bilgiler kullanilmastir.

Tablo 5.37. Two way ANOVA degerlendirme tablosu

Karar Olasihgr  Karar

p>0,05 Onemli fark yoktur

p=0,05 Onemli fark vardir

p<0,01 Cok 6nemli fark vardir
p=<0,001 Ileri diizeyde 6nemli fark vardir

Kararlilik calismasinda formiilasyonlarin damlacik biiyiikliigii ve dagiliminda

goriilen degisimler ise Sekil 5.47-5.54’te verilmistir.
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Sekil 5.47. KMT-25-1A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun damlacik biiyiikliigii ve dagilimi (n=06)
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Sekil 5.48. KMT-25-3A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun damlacik biiyiikliigii ve dagilimi (n=6)
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Sekil 5.49. KMT-4-14 mikroemiilsiyon formiilasyonunun damlacik biiytikliigii ve dagilimi (n=6)
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Sekil 5.50. KMT-4-3A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun damlacik biiytikliigii ve dagilimi (n=6)
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Sekil 5.51. SMT-25-1A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun damlacik biiyiikliigii ve dagilimi (n=6)
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Sekil 5.52. SMT-25-34 mikroemiilsiyon formiilasyonunun damlacik biiyiikliigii ve dagilimi (n=6)
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Sekil 5.53. SMT-4-1A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun damlacik biiyiikliigii ve dagilimi (n=6)
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Sekil 5.54. SMT-4-3A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun damlacik biiyiikliigii ve dagilimi (n=6)

4+1°C, 25+1°C ve 40£1°C olmak iizere ii¢ farkli kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlarin 0., 30. ve 90. giinlere ait PDI, ortalama, SS ve SH degerleri Tablo 5.38
ve Tablo 5.39°da verilmistir. 40+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar igin
kararlilik c¢alismalart 1. aydan sonra gergeklestirilememis ve degerlendirilmeye

alinmamustir.

Tablo 5.38. Keten yagi mikroemiilsiyonlarinin PDI degerleri (n=6)

Olgtiim (PDI) KMT-25-1A KMT-25-3A KMT-4-1A KMT-4-3A KMT-40-1A KMT-40-3A

1 0,405 0,685 0,303 0,444 0,492 -
2 0,232 0,806 0,466 0,407 0,733 -
3 0,439 0,717 0,361 0,401 0,659 -
4 0,299 0,724 0,407 0,442 0,376 -
5 0,425 0,771 0,406 0,443 0,368 -
6 0,358 0,681 0,413 0,390 0,682 -
Ort. 0,360 0,731 0,393 0,421 0,552 -
SS 0,081 0,049 0,055 0,025 0,161 -
SH 0,033 0,020 0,023 0,010 0,066 -
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Tablo 5.39. Soya yag mikroemiilsiyonlarinin PDI degerleri (n=6)

Olgiim (PDI) SMT-25-1A SMT-25-3A SMT-4-1A  SMT-4-3A  SMT-40-1A SMT-40-3A

1 0,251 0,396 0,253 0,347 0,519 -

2 0,291 0,528 0,259 0,417 0,717 -

3 0,292 0,524 0,240 0,410 0,674 -

4 0,256 0,592 0,243 0,404 0,578 -

5 0,282 0,593 0,231 0,426 0,442 -

6 0,250 0,519 0,228 0,420 0,561 -
Ort. 0,270 0,525 0,242 0,404 0,582 -

SS 0,020 0,072 0,012 0,029 0,101 -
SH 0,008 0,029 0,005 0,012 0,041 -
Kararliik  c¢alismalarindan elde edilen PDI  sonuglarimin  daha

iyi

degerlendirilebilmesi i¢in veriler grafiklere (Sekil 5.55 ve Sekil 5.56) doniistiiriilmiis ve

zaman i¢inde goriilen degisimler SPSS (v.24) programi kullanilarak 7wo Way ANOVA

yontemiyle istatistiksel olarak karsilastirilmistir.
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Keten yag1 mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin 0. zaman olgiimlerinde ortalama
PDI degeri 0,305 bulunmustur. 30. giin Ol¢limlerinde bu deger, 25+1°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in 0,360 ve 4+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in
0,393 bulunmustur. Formiilasyonlarin 90. giin ol¢iimlerinde ortalama PDI degeri,
25+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar icin 0,731 ve 4+1°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in 0,421 bulunmustur. Formiilasyonlarin 0. zaman ve 90. giin
damlacik biiyiikliigii bulgularinin istatistiksel karsilagtirilmasi yapilmis; en az degisim
4+1°C’lik kararlilik ortaminda bekletilen keten yagi mikroemiilsiyonlarinda goriilmesine
ragmen degerler arasinda ¢ok 6nemli fark bulunmustur (p<0,01).

Soya yagi mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 0. zaman Glgiimlerinde ortalama
PDI degeri 0,322 bulunmustur. 30. giin dl¢limlerinde bu deger, 25+1°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in 0,270 ve 4+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in
0,242 bulunmustur. Formiilasyonlarin 90. giin Ol¢limlerinde ortalama PDI degeri,
25+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar icin 0,525 ve 4+1°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in 0.404 bulunmustur. Formiilasyonlarin 0. zaman ve 90. giin
damlacik biiyiikliigli bulgularinin istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis; en az degisim
4+1°C’lik kararlilik ortaminda bekletilen soya yagi mikroemiilsiyonlarinda goriilmesine
ragmen degerler arasinda ¢ok énemli fark bulunmustur (p<0,01).

Keten yag1 ve soya yagi mikroemiilsiyonu PDI degerlerinin aylar arasi

karsilastirmali istatistik sonuglar1 Tablo 5.40°ta gosterilmistir.

Tablo 5.40. Ortalama PDI degerlerinin aylar arasi karsilastirmaly istatistik sonu¢lari

Formiilasyonlar p Degeri Karar Olasih@
KMT-0Z / KMT-25-1A 0,3312 p>0,05
KMT-0Z / KMT-25-3A 0,0000 »<0,001
KMT-0Z / KMT-4-1A 0,0389 p=<0,05
KMT-0Z / KMT-4-3A 0,0065 p=<0,01
KMT-25-1A/ KMT-25-3A 0,0005 p=<0,001
KMT-4-1A /KMT-4-3A 0,3525 p>0,05
SMT-0Z / SMT-25-1A 0,0096 p<0,01
SMT-0Z / SMT-25-3A 0,0011 1<0,01
SMT-0Z / SMT-4-1A 0,0003 »<0,001
SMT-0Z / SMT-4-3A 0,0015 p=<0,01
SMT-25-1A/ SMT-25-3A 0,0002 »<0,001
SMT-4-1A / SMT-4-3A 0,0001 p=<0,001
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5.5.5. Zeta potansiyel analizi

Mikroemiilsiyonlar i¢in =zeta potansiyeli Olgiimleri tek kullannomhik zeta
hiicrelerinde, 25+1°C oda sicakliginda ve formiilasyonlar dis faz olan distile su ile
seyreltildikten sonra yapilmistir. Distile sudaki iletkenligin neden olabilecegi kiiciik
degisimlerin 6l¢iim sonuclarini etkilememesi i¢in, kullanilan distile su 6lgiimlerden 6nce
NaCl ile 50 uS iletkenlige ayarlanmustir.

4+£1°C, 25+1°C ve 40+1°C olmak iizere ii¢c farkli kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlarin 0., 30. ve 90. giinlere ait zeta potansiyel 6l¢iimii, ortalama, SS ve SH
degerleri Tablo 5.41 ve Tablo 5.42°de verilmistir. 40+1°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in kararlilik caligmalar1 1. aydan sonra gergeklestirilememis ve

degerlendirilmeye alinmamustir.

Tablo 5.41. Keten yagi mikroemiilsiyonlarinin zeta potansiyel degerleri (n=6)

Olcﬁm (mV) KMT-25-1A KMT-25-3A KMT-4-1A KMT-4-3A KMT-40-1A KMT-40-3A

1 -0,181 -0,111 0,138 -3,090 -0,022 -
2 -0,272 -0,059 -0,285 -3,830 0,674 -
3 -0,067 0,015 -0,526 -2,990 -1,130 -
4 -0,370 0,204 -0,114 -4,170 -0,617 -
5 0,183 -0,462 -0,013 -4,150 1,060 -
6 -0,249 -0,036 -0,095 -4,030 -0,200 -
Ort. -0,159 -0,075 -0,149 -3,710 -0,039 -
SS 0,196 0,219 0,231 0,534 0,808 -
SH 0,080 0,089 0,094 0,218 0,330 -

Tablo 5.42. Soya yagi mikroemiilsiyonlarinin zeta potansiyel degerleri (n=6)

C)lg:iim (mV) SMT-25-1A SMT-25-3A SMT-4-1A  SMT-4-3A SMT-40-1A SMT-40-3A

1 -1,110 -0,498 -1,070 -2,980 1,070 -
2 -1,390 0,908 -1,320 -2,180 -0,449 -
3 -0,659 -0,561 -1,130 -1,740 0,749 -
4 -0,871 -1,080 -0,875 -2,410 0,655 -
5 -2,860 -1,010 -1,490 -2,180 -0,101 -
6 -0,805 -1,440 -0,889 -4,930 -0,063 -
Ort. -1,283 -0,614 -1,129 -2,737 0,310 -
SS 0,814 0,823 0,242 1,148 0,596 -
SH 0,332 0,336 0,099 0,469 0,243 -
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Kararlilik ¢aligmalarindan elde edilen zeta potansiyel sonuglarinin daha iyi
degerlendirilebilmesi i¢in veriler grafiklere (Sekil 5.57 ve Sekil 5.58) doniistiiriilmiis ve
zaman i¢inde goriilen degisimler SPSS (v.24) programi kullanilarak 7wo Way ANOVA
yontemiyle istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Karsilagtirmalar yapilirken KMT-40-3A
ve SMT-40-3A formiilasyonlar dikkate alinmamustir.
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Sekil 5.57. Keten yagi mikroemiilsiyonlarinin ortalama zeta potansiyel degerleri (n=6)
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Sekil 5.58. Soya yagi mikroemiilsiyonlarinin ortalama zeta potansiyel degerleri (n=6)

Keten yag1 mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 0. zaman 6lgiimlerinde ortalama
zeta potansiyel degeri -1,078 mV bulunmustur. 30. giin ol¢iimlerinde bu deger,
25+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in -0,159 mV ve 4+1°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in -0,149 mV bulunmustur. Formiilasyonlarin 90. giin
Olctimlerinde ortalama zeta potansiyel degeri, 25+1°C’hik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in -0,075 mV ve 4+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar igin

-3,710 mV bulunmustur. Formiilasyonlarin 0. zaman ve 90. giin zeta potansiyel
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bulgularmin istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis; en az degisim 25+1°C’lik kararlilik
ortaminda bekletilen keten yagi mikroemiilsiyonlarinda goriilmesine ragmen degerler
arasinda 6nemli fark bulunmustur (p<0,05).

Soya yag1 mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 0. zaman GSlgiimlerinde ortalama
zeta potansiyel degeri -1,199 mV bulunmustur. 30. giin ol¢iimlerinde bu deger,
25+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in -1,283 mV ve 4+1°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in -1,129 mV bulunmustur. Formiilasyonlarin 90. giin
Ol¢iimlerinde ortalama =zeta potansiyel degeri, 25+1°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in -0,614 mV ve 4+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar igin
-2,737 mV bulunmustur. Formiilasyonlarin 0. zaman ve 90. giin damlacik buytikliigii
bulgularmin istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis; en az degisim 25+1°C’lik kararlilik
ortaminda bekletilen soya yag1 mikroemiilsiyonlarinda goériilmiistiir (»>0,05).

Zamana kars1 degisimi inceleyebilmek i¢in hem keten yagi hem de soya yagi
mikroemiilsiyonu zeta potansiyel degerlerinin aylar arasi karsilagtirmali istatistik

sonuglar1 Tablo 5.43’te gdsterilmistir.

Tablo 5.43. Ortalama zeta potansiyel degerlerinin aylar arasi karsilastirmalr istatistik sonuglar

Formiilasyonlar p Degeri Karar Olasihig:
KMT-0Z / KMT-25-1A 0,0171 p<0,05
KMT-0Z / KMT-25-3A 0,0302 p<0,05
KMT-0Z / KMT-4-1A 0,0532 p>0,05
KMT-0Z / KMT-4-3A 0,0011 p=0,01
KMT-25-1A/ KMT-25-3A 0,6286 p>0,05
KMT-4-1A /KMT-4-3A 0,0000 p=<0,001
SMT-0Z / SMT-25-1A 0,8414 p>0,05
SMT-0Z / SMT-25-3A 0,2190 p>0,05
SMT-0Z / SMT-4-1A 0,6821 p>0,05
SMT-0Z / SMT-4-3A 0,0350 p=<0,05
SMT-25-1A / SMT-25-3A 0,2204 p>0,05
SMT-4-1A / SMT-4-3A 0,0289 p=<0,05

Kolloidal sistemlerin zeta potansiyeli dis faz ile i¢ fazdaki damlacik arasindaki
potansiyel farki olarak tanimlamaktadir. Pozitif ya da negatif diisiik zeta potansiyel
degerine sahip sistemler diislik fiziksel kararlilik gosterirken, yliksek zeta potansiyele

sahip sistemde itme ve ¢ekme kuvvetlerinin giicline bagli olarak kararlilik daha yiiksektir.
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Bu nedenle mikroemiilsiyon sistemde zeta potansiyel dlgiimii kisa ve uzun donemde
kararlilik ile ilgili bilgi verir (Lu ve Gao, 2010). Patel ve arkadaglarinin yaptig1 bir
calismada Y/S tipi mikroemiilsiyon sistemleri hazirlanmis ve distile su ile dig ortamin
seyreltilmesinin zeta potansiyele etkisi gézlenmistir. Bulunan sonuclar seyreltmeden
once -6,34 mV ve seyreltmeden sonra -3,02 mV olarak bulunmustur (Patel vd.,, 2010).
Zeng ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada ise hazirlanan Y/S tipi mikroemiilsiyon
sistemlerinin ortalama zeta potansiyeli yine 3,20 mV olarak bulunmustur (Zeng vd.,
2010). Keten yagi ve soya yagl mikroemiilsiyon formiilasyonlarimin 0. zaman
Olcimlerinde ortalama zeta potansiyel degerleri sirasiyla -1,078 mV ve -1,199 mV
bulunmustur. Bulunan zeta potansiyel degerleri kii¢iik olmasina ragmen, 4+1°C’lik
ortamda bekletilen formiilasyonlarda zeta potansiyel degerlerinin negatif olarak arttig1
goriilmiis ve bu durumun formiilasyonlarin kararliligini olumlu etkiledigi sonucuna

varilmigtir.

5.5.6. Reolojik analiz

4+1°C, 25+1°C ve 40+1°C olmak iizere ii¢ farkl kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlarin reolojik davramiglar1 0., 30. ve 90. giinlerde analiz edilerek akis
tipindeki degisimler incelenmistir. 40+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in
kararlilik c¢alismalar1 1. aydan sonra gergeklestirilememis ve degerlendirilmeye
alinmamustir.

Hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin Newton akis modeline uyum
gostermesi beklenmektedir. Elde edilen reogramlar incelendiginde sapmalar olmasina
ragmen kayma gerilimi ile kayma hiz1 arasinda dogrusal korelasyon oldugu
goriilmektedir. Mikroemiilsiyon sistemin viskozitesi igerigindeki YEM/Y.YEM ve yag
fazlarinin cinsi ve miktarlarmin fonksiyonudur. Su fazinin hacim oranindaki artisla
birlikte formiilasyonlarin viskozite degeri de diismektedir (Moulik ve Paul, 1998; Hathout
vd, 2010). Hazirlanan mikroemiilsiyonlarin viskozitesinin genellikle 30-60 cP arasinda
degisen degerlerde oldugu goriilmiistiir. 40+1°C’lik kararlilik ortaminda saklanan
formiilasyonlarda su kayb1 yasanmasindan dolay1 viskozite degerleri 200 cP’nin iizerine
cikmistir. Benzer sekilde 25+1°C’lik kararlilik ortaminda saklanan bazi formiilasyonlar
icin de viskozite degerlerinin artarak 100 cP’nin {izerine ¢iktig1 goriilmektedir. Reolojik
analiz sonuclari Tablo 5.44-5.53 ve elde edilen reogramlar Sekil 5.59-5.68’de

sunulmustur.
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Tablo 5.44. KMT-25-1A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)
139,81 10,00 53,69 38,40 25,45
119,96 20,00 92,13 76,80 25,46
104,71 30,00 120,63 115,20 25,47
97,52 40,00 149,79 153,60 25,45
90,79 50,00 174,31 192,00 25,44
85,72 60,00 197,51 230,40 25,44
81,62 70,00 219,38 268,80 25,44
77,67 80,00 238,60 307,20 25,45

200 400
160 g 20

» =)
% 120 g 240
- \‘\“N %
” 40 2 80
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Sekil 5.59. KMT-25-1A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Tablo 5.45. KMT-25-34 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)
144,99 10,00 55,68 38,40 25,41
124,27 20,00 95,44 76,80 25,42
107,01 30,00 123,28 115,20 25,43
100,33 40,00 154,10 153,60 25,40
92,69 50,00 177,96 192,00 25,39
88,03 60,00 202,82 230,40 25,39
83,59 70,00 224,69 268,80 25,39
78,96 80,00 242,58 307,20 25,41
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Sekil 5.60. KMT-25-3A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)
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Tablo 5.46. KMT-4-1A mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)
41,42 10,00 15,91 38,40 25,44
37,98 20,00 29,17 76,80 25,43
36,25 30,00 41,76 115,20 25,44
34,09 40,00 52,36 153,60 25,44
33,14 50,00 63,63 192,00 25,44
32,22 60,00 74,23 230,40 25,45
30,82 70,00 82,85 268,80 25,44
30,42 80,00 93,45 307,20 25,44
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Sekil 5.61. KMT-4-1A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Tablo 5.47. KMT-4-3A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)
44,87 10,00 17,23 38,40 25,53
41,43 20,00 31,82 76,80 25,53
39,70 30,00 45,73 115,20 25,53
37,11 40,00 57,00 153,60 25,53
35,55 50,00 68,27 192,00 25,53
34,81 60,00 80,20 230,40 25,53
33,04 70,00 88,81 268,80 25,53
32,15 80,00 98,76 307,20 25,50
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Sekil 5.62. KMT-4-34 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)
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Tablo 5.48. KMT-40-1A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)
93,21 10,00 35,79 38,40 25,61
86,30 20,00 66,28 76,80 25,61
84,00 30,00 96,77 115,20 25,61
81,13 40,00 124,60 153,60 25,61
79,74 50,00 153,10 192,00 25,61
77,96 60,00 179,62 230,40 25,58
76,69 70,00 206,12 268,80 25,60
76,38 80,00 234,63 307,20 25,60
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Sekil 5.63. KMT-40-1A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Tablo 5.49. SMT-25-14 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)
39,70 10,00 15,24 38,40 25,62
35,38 20,00 27,18 76,80 25,63
33,95 30,00 39,11 11,20 25,64
34,52 40,00 53,02 15,60 25,64
32,45 50,00 62,30 19,00 25,63
31,07 60,00 71,58 23,40 25,63
30,58 70,00 82,19 268,80 25,63
29,77 80,00 91,46 307,20 25,63
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Sekil 5.64. SMT-25-1A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)
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Tablo 5.50. SMT-25-34 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)

49,19 10,00 0,94 18,89 38,40
41,43 20,00 1,63 31,82 76,80
39,70 30,00 2,28 45,74 115,20
40,13 40,00 3,13 61,64 153,60
37,28 50,00 3,56 71,59 192,00
35,38 60,00 4,09 81,53 230,40
34,03 70,00 4,60 91,47 268,80
33.34 80,00 5,15 102,40 307,20
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Sekil 5.65. SMT-25-34 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Tablo 5.51. SMT-4-1A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s7) Sicaklik (°C)

29,34 10,00 11,27 38,40 25,25
28,48 20,00 21,87 76,80 25,24
27,61 30,00 31,81 115,20 25,24
27,18 40,00 41,75 153.60 25,24
26,92 50,00 51,70 192,00 25,25
27,62 60,00 63,63 230,40 25,25
26,14 70,00 70,25 268,80 25,24
25,67 80,00 78,87 307,20 25,24

150 150
120 120
920 920

60 60

Viskozite (cP)

30 —8—8o—9 90—

Kayma Gerilimi (D/cm?)

0 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300

Kayma Hizi (s) Kayma Hizi (s!)

Sekil 5.66. SMT-4-1A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)
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Tablo 5.52. SMT-4-3A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)

25,89 10,00 9,94 38,40 25,26
24,.60 20,00 18,89 76,80 25,24
25,03 30,00 28,83 115,20 25,24
24,60 40,00 37,78 153,60 25,23
24,34 50,00 46,73 192,00 25,25
26,32 60,00 60,65 230,40 25,25
24,41 70,00 65,62 268,80 25,25
24,27 80,00 74,56 307,20 25,24
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Sekil 5.67. SMT-4-3A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Tablo 5.53. SMT-40-1A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)

Viskozite (cP) Hiz (rpm) Kayma Gerilimi (D/cm?) Kayma Hiz (s) Sicaklik (°C)

231,29 10,00 88,81 38,40 25,41
164,84 20,00 12,59 76,80 25,41
138,08 30,00 15,07 115,20 25,41
122,98 40,00 18,90 153,60 25,40
112,19 50,00 21,41 192,00 25,41
104,13 60,00 23,93 230,40 25,40
96,66 70,00 25,81 268,80 25,39
89,11 80,00 273,73 307,20 25,40
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Sekil 5.68. SMT-40-1A4 mikroemiilsiyon formiilasyonunun reolojik analizi (ortalama, n=3)
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5.5.7. pH analizi

4+1°C, 25+1°C ve 40£1°C olmak iizere ii¢ farkli kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlarin 0., 30. ve 90. giinlere ait pH 6l¢iimii, ortalama, SS ve SH degerleri Tablo

5.54 ve Tablo 5.55’te verilmistir. 40+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar igin

kararlilik c¢alismalar1

alinmamustir.

Tablo 5.54. Keten yagi mikroemiilsiyonlarinin pH degerleri (n=6)

aydan sonra gerceklestirilememis ve degerlendirilmeye

(")lgtiim KMT-25-1A KMT-25-3A KMT-4-1A KMT-4-3A KMT-40-1A KMT-40-3A
1 5,180 5,180 6,430 6,450 4,000 -
2 5,200 5,200 6,480 6,440 4,010 -
3 5,190 5,170 6,490 6,450 3,990 -
4 5,210 5,190 6,480 6,460 3,980 -
5 5,170 5,180 6,450 6,430 3,990 -
6 5,220 5,170 6,460 6,440 4,000 -
Ort. 5,195 5,182 6,465 6,445 3,995 -
SS 0,019 0,012 0,023 0,010 0,010 -
SH 0,008 0,005 0,009 0,004 0,004 -

Tablo 5.55. Soya yagi mikroemiilsiyonlarinin pH degerleri (n=6)

Olgiim SMT-25-1A SMT-25-3A SMT-4-1A  SMT-4-3A SMT-40-1A SMT-40-3A

1 4,730 4,720 6,380 6,320 3,800 -

2 4,730 4,750 6,440 6,350 3,830 -

3 4,720 4,730 6450 6,380 3,790 -

4 4,710 4,740 6,440 6,360 3,790 -

5 4,740 4,760 6,400 6,370 3,800 -

6 4,720 4,710 6,450 6,340 3,790 -
Ort. 4,725 4,735 6,427 6,353 3,800 -
SS 0,010 0,019 0,029 0,022 0,015 -
SH 0,004 0,008 0,012 0,009 0,006 -
Kararlilik  ¢alismalarindan  elde edilen pH  sonuglarmin  daha

degerlendirilebilmesi i¢in veriler grafiklere (Sekil 5.69 ve Sekil 5.70) doniistliriilmiis ve
zaman icinde goriilen degisimler SPSS (v.24) programi kullanilarak 7wo Way ANOVA
yontemiyle istatistiksel olarak karsilagtirilmistir. Karsilastirmalar yapilirken KMT-40-3A

ve SMT-40-3A formiilasyonlar1 dikkate alinmamustir.
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Sekil 5.70. Soya yagi mikroemiilsiyonlarinin ortalama pH degerleri (n=6)

Keten yagi mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 0. zaman dlglimlerinde ortalama
pH degeri 6,203 bulunmustur. 30. glin dl¢limlerinde bu deger, 25+1°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in 5,195 ve 4£1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar igin
6,465 bulunmustur. Formiilasyonlarin 90. giin Ol¢limlerinde ortalama pH degeri,
25+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar icin 5,182 ve 4+1°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in 6,445 bulunmustur. Formiilasyonlarin 0. zaman ve 90. giin
pH bulgularinin istatistiksel karsilastirilmasi yapildiginda ileri diizeyde onemli fark
goziikkmesine ragmen (p<0,001); 25£1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlarin pH
degerlerinin 5,170-5,220 arasinda ve 4+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlarin pH
degerlerinin de 6,430-6.,490 arasinda kaldig1 goriilmektedir.

Soya yag1 mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 0. zaman 6l¢iimlerinde ortalama pH
degeri 6,173 bulunmustur. 30. giin 6l¢timlerinde bu deger, 25+1°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in 4725 ve 4+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 6,427

bulunmustur. Formiilasyonlarin 90. giin dl¢limlerinde ortalama pH degeri, 25+1°C’lik
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ortamda bekletilen formiilasyonlar icin 4.735 ve 4+1°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in 6.353 bulunmustur. Formiilasyonlarin 0. zaman ve 90. giin pH
bulgulariin istatistiksel karsilastirilmasi yapildiginda ileri diizeyde ©nemli fark
goziikkmesine ragmen (p<0,001); 25+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlarin pH
degerlerinin 4,710-4,760 arasinda ve 4+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlarin pH
degerlerinin de 6,320-6,450 arasinda kaldig1 goriilmektedir.

Saglikli bir kadinda genital yolun pH’s1 3,5-4,5 arasinda asidik Ozellik
gostermektedir (Sahoo vd., 2013). Yas, adet dongiisiiniin evreleri, enfeksiyonlar ve cinsel
uyarilma pH’da degisime yol acabilir. Ornegin adet, servikal ve uterus salgilari ve semen
alkalize edici ajanlar olarak iglev goriir ve pH’nin artmasina sebep olabilir (Punitha vd.,
2018). Jauniaux ve arkadaglarmin 11 kisi tlizerinde yaptig1 bir caligmada hamilelik
sirasinda amniyotik bosluk ve plasental yatak pH degeri 7,09 olarak Olciilmiistiir
(Jauniaux vd., 1999). Bu nedenle 0. zaman ve 90. giin pH bulgulan istatistiksel olarak
ileri diizeyde onemli fark isaret etmesine ragmen (p<0,001) formiilasyonlarin pH
degerleri istenen aralikta kalmay1 basarmistir.

Zamana kars1 degisimi inceleyebilmek i¢in hem keten yagi hem de soya yag:
mikroemiilsiyonu pH degerlerinin aylar arasi karsilastirmali istatistik sonuglar1 Tablo

5.56’te gosterilmistir.

Tablo 5.56. Ortalama pH degerlerinin aylar arasi karsilastirmali istatistik sonuglart

Formiilasyonlar p Degeri Karar Olasihig:
KMT-0Z / KMT-25-1A 0,0000 p=<0,001
KMT-0Z / KMT-25-3A 0,0000 p=<0,001
KMT-0Z / KMT-4-1A 0,0001 p=<0,001
KMT-0Z / KMT-4-3A 0,0000 p=<0,001
KMT-25-1A/ KMT-25-3A 0,1910 p>0,05
KMT-4-1A /KMT-4-3A 0,0756 p>0,05
SMT-0Z / SMT-25-1A 0,0000 p=<0,001
SMT-0Z / SMT-25-3A 0,0000 p=<0,001
SMT-0Z / SMT-4-1A 0,0001 p=<0,001
SMT-0Z / SMT-4-3A 0,0001 p=<0,001
SMT-25-1A/ SMT-25-3A 0,2031 p>0,05
SMT-4-1A / SMT-4-3A 0,0012 p=0,01
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5.5.8. Elektriksel iletkenlik analizi

4+1°C, 25+1°C ve 40£1°C olmak iizere ti¢ farkli kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlarin 0., 30. ve 90. giinlere ait elektriksel iletkenlik, ortalama, SS ve SH
degerleri Tablo 5.57 ve Tablo 5.58’de verilmistir. 40+1°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in kararlilik calismalar1 1. aydan sonra gergeklestirilememis ve

degerlendirilmeye alinmamustir.

Tablo 5.57. Keten yagi mikroemiilsiyonlarinin elektriksel iletkenlik degerleri (n=6)

(")lg:iim (nS/cm) KMT-25-1A KMT-25-3A KMT-4-1A KMT-4-3A KMT-40-1A KMT-40-3A

1 18,3 53,4 31,6 395,0 6,9 -
2 20,8 51,1 20,9 400,0 6,5 -
3 313 52,2 20,6 404,0 6,3 -
4 18,3 53,7 20,2 407,0 6,1 -
5 18,4 56,5 19,8 409,0 7,0 -
6 18,4 62,0 19,5 411,0 12,2 -

Ort. 20,9 54,8 22,1 4043 7,5 -

SS 5.2 4,0 4,7 6,0 2.3 -

SH 2,1 1,6 1,9 2.4 1,0 -

Tablo 5.58. Soya yag mikroemiilsiyonlarinin elektriksel iletkenlik degerleri (n=6)

Olgiim (pS/cm) SMT-25-1A SMT-25-3A SMT-4-1A  SMT-4-3A SMT-40-1A SMT-40-3A

1 63,3 253,0 64,6 304,0 33,0 -
2 63,5 254,0 60,1 314,0 28,5 -
3 63,7 256,0 60,4 316,0 27,9 -
4 65,2 256,0 60,1 315,0 27,8 -
5 64,5 256,0 59,8 315,0 27,8 -
6 63,1 257,0 59,7 315,0 28,0 -
Ort. 63,9 255,3 60,8 3132 28,8 -
SS 0.8 15 1,9 45 2,1 -
SH 0,3 0,6 0,8 1,9 0,8 -

Kararlilik ¢calismalarindan elde edilen elektriksel iletkenlik sonuglarinin daha iyi
degerlendirilebilmesi i¢in veriler grafiklere (Sekil 5.71 ve Sekil 5.72) doniistliriilmiis ve
zaman icinde goriilen degisimler SPSS (v.24) programi kullanilarak 7wo Way ANOVA
yontemiyle istatistiksel olarak karsilagtirilmistir. Karsilastirmalar yapilirken KMT-40-3A
ve SMT-40-3A formiilasyonlar1 dikkate alinmamustir.
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Sekil 5.72. Soya yagi mikroemiilsiyonlarimin ortalama elektriksel iletkenlik degerleri (n=6)

Keten yagi mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 0. zaman dlglimlerinde ortalama
elektriksel iletkenlik degeri 68,9 puS/cm bulunmustur. 30. giin 6l¢iimlerinde bu deger,
25+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 20,9 pnS/cm ve 4+1°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar i¢in 22,1 pS/cm bulunmustur. Formiilasyonlarin 90. giin
Olclimlerinde ortalama elektriksel iletkenlik degeri, 25+1°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlar i¢in 54,8 puS/cm ve 4£1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar icin
404,3 puS/cm bulunmustur. Formiilasyonlarin 0. zaman ve 90. giin elektriksel iletkenlik
bulgulariin istatistiksel karsilastirilmas: yapilmis ve degerler arasinda ¢cok dnemli fark
bulunmustur (p<0,01).

Soya yag1 mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin 0. zaman Ol¢limlerinde ortalama
elektriksel iletkenlik degeri 71,5 pS/cm bulunmustur. 30. giin dlglimlerinde bu deger,
25+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in 63,9 uS/cm ve 4+1°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlar icin 60,8 pS/cm bulunmustur. Formiilasyonlarin 90. giin

Ol¢iimlerinde ortalama elektriksel iletkenlik degeri, 25+1°C’lik ortamda bekletilen
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formiilasyonlar i¢in 255,3 puS/cm ve 4+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in
313,2 uS/cm bulunmustur. Formiilasyonlarin 0. zaman ve 90. giin elektriksel iletkenlik
bulgulariin istatistiksel karsilastirilmasi yapilmis ve degerler arasinda ¢ok onemli fark
bulunmustur (p<0,01). Zamana kars1 degisimi inceleyebilmek i¢in hem keten yagi hem
de soya yagi mikroemiilsiyonu elektriksel iletkenlik degerlerinin aylar arasi

karsilastirmali istatistik sonuglar1 Tablo 5.59°da gosterilmistir.

Tablo 5.59. Ortalama elektriksel iletkenlik degerlerinin aylar arasi karsilastirmall istatistik sonuglari

Formiilasyonlar p Degeri Karar Olasihig:
KMT-0Z / KMT-25-1A 0,0000 p<0,001
KMT-0Z / KMT-25-3A 0,0000 p<0,001
KMT-0Z / KMT-4-1A 0,0000 p<0,001
KMT-0Z / KMT-4-3A 0,0000 p<0,001
KMT-25-1A / KMT-25-3A 0,0001 p<0,001
KMT-4-1A / KMT-4-3A 0,0000 p<0,001
SMT-0Z / SMT-25-1A 0,0004 p<0,001
SMT-0Z / SMT-25-3A 0,0000 p<0,001
SMT-0Z / SMT-4-1A 0,0003 p<0,001
SMT-0Z / SMT-4-3A 0,0000 p<0,001
SMT-25-1A / SMT-25-3A 0,0000 p<0,001
SMT-4-1A / SMT-4-3A 0,0000 p<0,001

25+1°C’lik ortamda bekletilen keten yagi mikroemiilsiyonlarinin elektriksel
iletkenlik degerlerinin 18.3-62.0 pS/cm arasinda ve 4+1°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlarin 19.5-411.0 uS/cm arasinda kaldig1 goriilmektedir. 25+1°C’lik ortamda
bekletilen soya yagi mikroemiilsiyonlarmin elektriksel iletkenlik degerlerinin
ise 63,1-257,0 uS/cm arasinda ve 4+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlarin
59,7-316,0 uS/cm arasinda kaldig1 goriilmektedir. Yapilan bir calismada dis faz1 yag olan
mikroemiilsiyonlarda iletkenlik degerlerinin sifira yakin ¢iktig1 ve su oraninin %10’u
asmasindan itibaren iletkenlik degerinin 6l¢iilebildigi belirtilmistir (Boonme vd., 2006).
Dis faz1 su olan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin elektriksel iletkenlikleri yiliksek iken
dis faz1 yag olan mikroemiilsiyonlarda iletkenlik ya ¢ok zayiftir ya da yoktur (Moulik ve
Paul, 1998; Heuschkel vd, 2008; Santos vd, 2008). Calismamizda elde edilen yiiksek
elektriksel iletkenlik verilerine gore, hazirlanan mikroemiilsiyonlarin kararlilik sonunda

Y/S tipinde oldugu sonucuna varilmstir.
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5.5.9. FT-IR analizi

4+1°C, 25+1°C ve 40£1°C olmak iizere ii¢ farkli kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlarin 90. giin FT-IR spektrumlari1 Sekil 5.73-5.77°de verilmistir. 40+1°C’lik
ortamda bekletilen formiilasyonlar icin Olglim yapilmamis ve degerlendirilmeye
almmamistir. Spektrumlar 500-4000 cm™ arasinda alinmis ve karakteristik IR bantlar
incelenmistir. Elde edilen sonuglar formiilasyonlarin kararlilik degerlendirilmesinde
kullanilmistir. FT-IR spektrumlari incelendiginde 1600 cm™ balgesindeki pikler karbonil
varligmi, 3300 cm™! bolgesindeki yayvan bant ise OH varligmi gdstermektedir. TGF-B1
etkin maddesine 6zgii parmak izi bolgesi olan 600-1200 cm™ araligindaki pikler, yapilan

tiim analizlerde birbiriyle uyusmus ve etkin maddenin bozulmadigin1 géstermistir.
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Sekil 5.73. TGF-f1 maddesinin FT-IR spektrumu
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Sekil 5.74. SMT-25-3A4 formiilasyonunun FT-IR spektrumu
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Sekil 5.76. SMT-4-3A formiilasyonunun FT-IR spektrumu
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Sekil 5.77. KMT-4-34 formiilasyonunun FT-IR spektrumu
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5.5.10. NMR analizi

4+1°C, 25+1°C ve 40£1°C olmak iizere ii¢ farkli kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlarin  90. giin 'H-NMR spektrumlar1 Sekil 5.78-5.82°de verilmistir.
40+£1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar igin 6l¢iim  yapilmamis ve
degerlendirilmeye alinmamustir. '"H-NMR analizlerinde ¢dziicii olarak détero-DMSO
maddesi kullanilmis ve spektrumlar1 alinmistir. Elde edilen sonuglar formiilasyonlarin
kararlilik degerlendirilmesinde kullanilmistir. Gézlenen TGF-B1 piki 6 ppm’den kiiciik
olmasi nedeniyle aromatik yapida olmadigi anlagilmistir. Tiim hidrojenler ise alifatik
yaptya sahiptir. Karakterizasyon ¢aligmasinda TGF-B1 piki 3,76 ppm’de goriilmiistiir.
Kararlilik ¢aligmasinda ise KMT-4-3A i¢in 3,66 ppm’de, SMT-4-3A i¢in 3,67 ppm’de,
KMT-25-3A igin 3,62 ppm’de ve SMT-25-3A i¢in 3,62 ppm’de ayn1 yapinin goriilmesi

etkin maddenin bozulmadigini géstermistir.

Sekil 5.78. TGF-B1 maddesinin ' H-NMR spektrumu
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Sekil 5.79. SMT-25-34 formiilasyonunun ' H-NMR spektrumu
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Sekil 5.80. KMT-25-3A formiilasyonunun 'H-NMR spektrumu
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Sekil 5.81. SMT-4-34 formiilasyonunun 'H-NMR spektrumu
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Sekil 5.82. KMT-4-34 formiilasyonunun 'H-NMR spektrumu
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5.5.11. Etkin madde miktar tayini

4+1°C, 25+1°C ve 40£1°C olmak iizere ii¢ farkli kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlarin 90. giine ait etkin madde miktar tayinleri i¢in y=0,0013+0,0115 dogru
denklemi kullanilmigtir. 40+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in kararlilik
calismalar1 degerlendirilmeye alinmamustir.

4+1°C ve 25+1°C kararlilik ortaminda saklanan ve 2,5 pg/mL TGF-B1 maddesi
iceren formiilasyonlar etkin madde miktar tayini i¢in seyreltilmistir. Bu seyreltme
isleminden sonra etkin madde konsantrasyonu 1000 pg/mL’ye diismiistiir. Hazirlanan
formiilasyonlar bu sefer korelasyon islemi i¢in ELISA Kitinde seyreltme islemlerinden
gecirilmis ve 450 nm dalga boyunda absorbanslar1 okunmustur. Elde edilen absorbanslar

ve bu absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlar Tablo 5.60°ta verilmistir.

Tablo 5.60. Kararlilik ¢alismasi sonrasi formiilasyonlarda etkin madde miktar tayini sonuglar

Formiilasyonlar Absorbans Konsantrasyon % Geri Kazamim
KMT-25-1A 1,301 991,923 99,19
SMT-25-1A 1,298 989,615 98,96
KMT-4-1A 1,303 993,462 99,35
SMT-4-1A 1,302 992,692 99,27
KMT-25-3A 1,267 965,769 96,58
SMT-25-3A 1,276 972,692 97,27
KMT-4-3A 1,267 965,769 96,58
SMT-4-3A 1,294 986,538 98,65

Kararlilik caligmasi sonrasi 4+1°C ve 25+1°C kararlilik ortaminda saklanan
formiilasyonlarin etkin madde miktar tayini sonuglar1 1000 pg’a kiyasla ¢ok az diigsmiis
durumdadir (p<0,05). Bu durumun formiilasyonlardaki etkin maddenin zaman igerisinde
bozunmasindan kaynaklanabilecegi gibi, uygulanan ELISA Kiti yontemindeki seyreltme
asamalarindan gelebilecek hatalardan 6tiirii de olabilecegi diigiiniilmiistir.

Bu asamada, daha &nce yapilan ¢alismalardan FT-IR ve '"H-NMR spektrumlarinin
etkin madde agisindan degerlendirilmesi aydinlatici bilgiler vermektedir. Spektrumlardan
elde edilen sonuglar ve etkin madde miktar tayini ¢aligmasi birlikte degerlendirildiginde
TGF-B1 maddesinin kararli yapida kaldigi sonucu ¢ikarilmistir. 40+1°C’lik ortamda
bekletilen formiilasyonlarda ¢alisma yapilmamis olmasina ragmen TGF-B1 maddesinin

bu sicakliktan etkilenip bozunmasi da olasi olarak degerlendirilmistir.
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5.6. Sitotoksisite Testi ve Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Hiicrelerde TGF-B1 ve formiilasyonlarin etkilerinin belirlenmesi i¢in, TGF-$1
¢ozeltisi 100 pL besiyerinde 50, 75, 150, 200, 300 ve 400 pg olacak sekilde seyreltilmis
ve hiicrelere uygulanmistir. TGF-f1 iceren formiilasyonlarin miktarlari, hiicrelere
uygulanan TGF-B1 oranlar1 dikkate alinarak hesaplanmistir. Bos formiilasyonlar da TGF-
B1 iceren formiilasyonlara es deger olacak sekilde hiicrelere uygulanmistir. Elde edilen

sonuclardan % hiicre canlilig1 hesaplanmis ve grafige aktarilmistir (Sekil 5.83).

24 saat
180

160

E50pg @m75pg @150pg @200 pg m300pg @400 pg

Hiucre canliligi (%)

N = N 00 BANCm
BN R BRSO
| BN ST SIS

TGF-p1 Soya ME Keten ME Soya ME+TGF-p1 Keten ME+TGEF-f1

48 saat
160

140

ml [ E50pg @75pg @150pg ©200pg ®WM300pg @400 pg

Hiicre canlihigr (%)

Keten ME Soya ME+TGF-B1 Keten ME+TGF-$1

Sekil 5.83. TGF-f1 igeren formiilasyonlarin ve bos formiilasyonlarin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonucu

hiicre canliligi

TGF-B1, epitelyal ve endotelyal hiicreler de dahil olmak iizere ¢ogu hiicre tipi igin
giiclii bir biiyiime inhibitoriidiir. Hiicre cogalmasi, hiicre dist matriks sentezi,
anjiyogenez, immiin yanit, apoptoz ve farklilasma dahil olmak iizere ¢oklu biyolojik

siireci diizenledigi belirlenmistir (Huang ve Huang, 2005).
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Bu nedenlere bagl olarak, yaptigimiz ¢alismada, TGF-B1’in artan dozlarda ve
zamana bagli olarak hiicre canliligini arttirdig1 gézlenmistir. 24 saat sonunda ilk iki dozda
%100 oraninda artis gozlenmezken, en yiiksek dozda %160 oraninda bir artis
gbzlenmistir. 48 saat sonunda ise tlim dozlarda hiicre canliliginin %100’{in {izerinde
oldugu; ancak, en yiiksek dozun 24 saat sonrasinda oldugu gibi %160’a ulasmadig1 ve
%130 civarinda kaldig1 belirlenmistir.

Yapilan ¢alismada, soya yagi ile hazirlanmis olan bos formiilasyonun keten yagi ile
hazirlanmis formiilasyona oranla daha toksik oldugu gézlenmistir. Bu toksisite oraninin
ilk 24 saat sonunda daha yliksek oldugu belirlenmistir. Ancak, 48 saat sonunda keten yagi
ile hazirlanan formiilasyonun toksistesinin olmadigi, soya ile hazirlananin hala toksik etki
gosterdigi belirlenmistir. Bu sonug, doza bagl toksisitenin artti§ini ama zamana bagl
olarak azaldigmmi isaret etmektedir. Toksisite nedeninin, formiilasyon asamasinda
kullanilan stirfektan miktarinin yiiksek olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir
(Arechabala vd., 1999). Bu toksik 6zellik, TGF-B1 igeren keten yagi formiilasyon i¢in 48
saat sonrasinda tamamen ortadan kalkmis ve TGF-B1’in hiicre ¢ogalmasina olan etkisi
ise devam etmistir. Soya ile hazirlanmis formiilasyonlarda ise bu etki goriilmemistir. Bu
durumun, soya yag1 ile TGF-B1’in ge¢imsizlik sorununa bagli olabilecegi diisiintilmiistiir.
Bu konu, bagka bir arastirma konusu olarak gelecekte calisilabilecek niteliktedir.

Sonug olarak, TGF-B1 hiicre ¢ogalmasinda etki gostermektedir ve keten yag ile
formiile edildiginde 48 saat sonunda toksik 6zellik gostermemektedir. Soya yag ile
hazirlanmis formiilasyonlarin toksisitesi yiliksek bulunmustur ve tedavi i¢in uygun

goriilmemektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Etkin madde icermeyen mikroemiilsiyonlar karari sistemler olmasina ragmen,
TGF-B1 proteini yiiklendigi zaman kararlilik sorunlarinin bagladigi goriilmektedir.
4+£1°C, 25£1°C ve 40£1°C olmak iizere {i¢ farkli kararlilik ortaminda bekletilen
formiilasyonlar incelendiginde 40£1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlarin
sicakliktan etkilenerek bozundugu goriilmiistiir. Ug ay olarak gerceklestirilmis kararlilik
calismast 25+£1°C ve 40+1°C’lik ortamda bekletilen formiilasyonlar i¢in olumlu
sonu¢lanmasima ragmen, 6 aylik 6lgiim sonucunda 25+1°C’lik ortamda bekletilen
formiilasyonlarin da sicakliktan etkilenmesi olasidir. Bu nedenle mikroemiilsiyonlarin
4+1°C ve altinda saklanmasi raf 6mrii acisindan daha uygun goriilmektedir.

Yapilan sitotoksisite testi ve hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda TGF-B1 maddesinin
hiicre ¢ogalmasinda etki gosterdigi; ancak, soya yagi ile hazirlanmig olan bos
formiilasyonun keten yagi ile hazirlanmis formiilasyona oranla daha toksik oldugu
gozlenmistir. Bu sonucun TGF-B1 i¢eren formiilasyonlar: da etkiledigi goriilmiis ve soya
yag1 ile TGF-B1’in ge¢imsizlik sorununa bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu konu,
baska bir arastirma konusu olarak gelecekte ¢alisilabilecek niteliktedir.

Calismamizda, TGF-B1 igeren yeni mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlanmas,
karakterizasyon ve kararlilk calismalar1 gerceklestirilmistir. ilerleyen asamalarda
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali ile birlikte in vivo
caligmalarin gergeklestirilmesi ve formiilasyonlarin déllenmis ovaryumun rahme
tutunma sansini arttirdiginin gosterilmesi planlanmstir.

Tez kapsaminda, gilinlimiizde biiyiik sorun teskil eden tekrarlayan diisiik tedavisi
icin kullanimi pratik bir formiilasyon ve yontem elde edilmesi amaglanmistir. Ancak
etkin madde ve formiilasyonlarimin kullanim dozunu tam olarak belirleyebilmek i¢in

calismanin kapsami genisletilebilir.
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he aim of this study is to design and develop a microemulsion drug delivery system for oil-soluble

drugs. Microemulsions are transparent, thermodynamically stable and isotropic fluid mixtures of oil,
water and surfactant, frequently in combination with acosutrfactant. In contrast to emulsions,
microemulsions form upon simple mixing of the components and generally do not require
high shear conditions used for emulsions formation. In this study, microemulsion systems were prepared
using different surfactant, co-surfactant and oil ingredients. Among the ingredients tested were Tween®
20 and Tween® 80 as surfactants, PEG 400, glycerole, 2-propranol andisopropyl alcohol as co-surfactants
soybean and linseed oils. Microemulsions were prepared using pseudo-temary phase diagrams. Optimum
formulation was selected and characterized by droplet size, electrical conductivity, zeta potential and pH
measurements.
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Introductionv

The aim of this study was to design and develop a microemulsion drug delivery system for an oil-soluble drug. Microemulsions (MEs) are
transparent, thermodynamically stable and isotropic fluid mixtures of oil, water and surfactant, frequently in combination with a co-surfactant.
In contrast to emulsions. MEs form by simple mixing of the components and generally do not require high shear conditions needed for
emulsion formation. In this study, ME systems were prepared using different types of surfactants, co-surfactants and oils and pseudo-ternary
phase diagrams. Among the ingredients tested were Tween® 20 and Tween® 80 as surfactants (S), PEG 400, glycerole, 2-propranol and
isopropyl alcohol as co-surfactants (CoS) and soybean and linseed oils (O). Optimum formulation was selected and characterized by droplet
size, electrical conductivity, zeta potential and pH measurements and rheological properties.

PEG 400, Tween® 80, Tween® 20, 2-propranol, glycerole and
isopropyl alcohol was purchased from Merck. Linseed and soybean &
oils were purchased from Carl Roth.
Materials

Soybean Oil Linseed Oil

Tween® 20 Tween® 80

PEG 400 2-Propranol

Glycerole Isopropyl Alcohol

SOYBEANOIL TWEEN SO ¥ PEG 400 & WATER

Preparalion

v' Points from tranEach mixture was titrated with double distilled

water using mechanical mixer.
v sparent to blurred and blurred to transparent were determined as
emulsion and ME, respectively. S
v Optimum ME formulations were selected using pseudo-ternary %, R TP TR eI
phase diagrams. || X
\

ssessssssesssset
Sufactant  Co-Surfactant R’mgy B(WW/MO‘M

SOYBEAN ME

Construction of Phase Diagrams

v Surfactant and cosurfactant were mixed (S,) in different weight
ratios (1:0, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1).
¥ Oil and S, were mixed in different weight ratios from 9:1 to 1:9

(Wiw %).
Characterigation
Droplet size
Zeta potential
Electrical conductivity s )
pH value rrawss s i &
Rheological property : g
sssessts  IERER]
Properties* Soybean ME Linseed ME References :
pH 8.370£0.017 7.660 +0.029 1.Ma, Q. and zno;gwu (2014). Incorporation of soybean oil improves the diktability of essential oil
o

Research 71,118-125.

Globule Size (nm) 11.418 £ 0.180 16.287 +0.312 2. Baboots, S., Ranman, M., Kumar, A, Sharma, S., Sah, J. and Al J. (2012). Submicron size formulation

of linseed oil containing omega-3 fatty acid for topical delivery, Joumnal of Dispersion Science and

O e Technology, 33,1259-1266.

Conductivity (mS/cm) 0.129 £0.001 0.173 +0.001 3. Chen. H., Chang, X.. Weng, T., Zhao, X., Gao, Z.. Yang, Y., Xu, H. and Yang, X. (2004). A study of

N microemusion systems for transdermal delivery of triptolide, Journal of Controled Release, 98, 427-436.
a Potential (m -8. ¥ A ; 4, Piao, H., Balakrishnan, P, Cho, H.. Kim, K. Kim Y.. Chunga, S., Shima, C. and Kima, D. (2010}

Zeta Potential (mV/] 8.130 £ 0.984 -6.857 + 1.381

Preparation and evaluation of fexofenadine microemulsions for intranasal delivery, International Journal of
“ Results were given as average measurements with standart errors (1=6) Pharmaceutics, 395, 308-316,

D M
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