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OZET

Topikal Nanoemiilsiyon Formiilasyonlarinin Gelistirilmesi ve 7/n Vitro
Degerlendirilmesi

Amag: Cilt kanseri (melanoma) tedavisine yonelik daidzein (DZ) igeren topikal
nanoemiilsiyon (NE) ve nanoemulsiyon bazli jel (NEJ) formiilasyonlar1 hazirlanmis ve in vitro
karakterizasyon calismalar1 (morfolojik inceleme, damlacik boyutu, zeta potansiyel, salim
caligsmasi, stabilite c¢alismasi, viskozite ve pH Olgiimleri) gerceklestirilmistir. Ayrica,
formiilasyonlarin melanoma (SK-MEL 30/An1) ve normal dermal fibroblast (PCS-201-012) hiicre
hatlarinda  sitotoksik  etkilerinin  degerlendirilmesi amaciyla hiicre kiiltliri  ¢alismasi
gerceklestirilmistir,

Materyal ve Metot: DZ’nin miktar tayini icin HPLC tayin yontemi gelistirilmis ve
validasyonu gerceklestirilmistir. Yag fazi olarak etil oleat (%10), DMSO (%5), siirfaktan olarak
Tween 80 (%10) ve Lipoid S100 (%5) ve ultra saf su kullanilarak kaba emiilsiyon hazirlanmig ve
daha sonra bu kaba emiilsiyon yiiksek basin¢li homojenizatérden gegirilerek (2 devir) bos ve DZ
iceren nanoemiilsiyon formiilasyonlart (B-NE ve DZ-NE) hazirlanmistir. Bunun diginda,
jellestirme ajan1 olarak %1 Protasan™ UP G 213 kullanilarak nanoemiilsiyon bazli jel
formiilasyonlar1 (B-NEJ ve DZ-NEJ) gelistirilmistir. Ayrica, bos ve daidzein iceren klasik
emiilsiyon formiilasyonlar1 (B-KE, D-KE) da hazirlanmigtir. Tiim formiilasyonlarin damlacik
biiyiikliigi, biiyiiklik dagilimi, zeta potansiyel, viskozite ve pH degerleri belirlenmistir. Stabilite (4
°C ve 25 °C’de) ve in vitro salim (%5 SDS iceren PBS pH 7.4’de) ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
MTT yontemi kullanilarak formiilasyonlarin insan melanoma ve normal fibroblast hiicre hatlarinda
sitotoksik etkileri incelenmistir.

Bulgular: Damlacik biiyiikliigii ve zeta potansiyel degerleri, B-NE ve DZ-NE igin sirasiyla
151.12+2.70 ve 149.80+3.52 nm (p>0.05) ve -22.57+0.78 ve -19.32+1.06 mV (p<0.05); B-NEJ ve
DZ-NEJ i¢in 191.48+5.26 ve 200.25+11.09 (p>0.05) ve 18.67+0.59 ve 19.35+0.66 mV (p>0.05);
B-KE ve DZ-KE igin 2.830+0.011 ve 4.420+0.017 pwm (p<0.05) ve -15.50+0.75 ve -14.67+0.43
mV (p<0.05) olarak tespit edilmistir. Protasan™ UP G 213 varliginda B-NEJ ve DZ-NEJ igin
pozitif zeta potansiyel degerleri elde edilmis ve NE formiilasyonlari ile karsilastirildiginda 6nemli
bir viskozite artigi saglanmistir. Hazirlanan formiilasyonlarin cilt ile uyumlu pH degerlerine (pH
453-5.54) sahip oldugu saptanmustir. En kiigik damlacik biylkligine sahip DZ-NE
formiilasyonundan daha yiiksek miktarda DZ salimi gergeklesmistir. Stabilite caligmasi siiresince
(90 giin) NE ve NEJ formiilasyonlarinin damlacik biiyiikliiklerinin nano-aralikta kaldig1 ve mutlak
zeta potansiyel degerlerinin ise yaklasik 20-40 mV oldugu tespit edilmistir. Tiim formiilasyonlar,
melanoma hiicre hattina kars1 saf DZ’nin sitotoksik etkisini korumustur. Diger taraftan, saf DZ’nin
ve tiim formiilasyonlarin normal fibroblast hiicreleri tizerinde sitotoksik etki gostermedigi de tespit
edilmistir.

DZ igeren NE ve NEJ formiilasyonlar1 basarili bir sekilde hazirlanmistir. DZ'nin topikal
olarak uygulanmasi ve cilt kanseri tedavisi i¢in hazirlanan NE ve NEJ formiilasyonlar1 faydal
tastyici sistemler olabilir.

Anahtar Kelimeler: Cilt kanseri, daidzein, fibroblast hiicre hatti, melanoma hiicre hatti,
nanoemiilsiyon, nanoemiilsiyon-bazli jel, stabilite
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ABSTRACT

The Development and In Vitro Evaulation of Topical Nanoemulsion Formulation

Aim: Topical nanoemulsion (NE) and nanoemulsion-based gel (NEG) formulations
containing daidzein (DZ) for the treatment of skin cancer (melanoma) were prepared and
in vitro characterization studies (morphological analysis, droplet size, zeta potential,
release study, stability study, viscosity and pH measurements) were performed. In addition,
cell culture studies were performed to evaluate the cytotoxic effects of the formulations on
melanoma (SK-MEL 30/An1) and normal dermal fibroblast (PCS-201-012) cell lines.

Materials and Methods: HPLC method for quantification of DZ was developed
and validated. The coarse emulsion was prepared using ethyl oleate (10%), DMSO (5%) as
the oil phase, Tween 80 (10%) and Lipoid S100 (5%) as surfactant and ultrapure water and
then blank nanoemulsion and nanoemulsion containing DZ formulations (B-NE and DZ-
NE) were prepared by passing the coarse emulsion through high-pressure homogenizer (2
cycles). Furthermore, nanoemulsion-based gel formulations (B-NEG and DZ-NEG) were
developed using 1% Protasan ™ UP G 213 as the gelling agent. And also, blank
conventional emulsion and conventional emulsion containing DZ formulations (B-CE, DZ-
CE) were also prepared. The droplet size, size distribution, zeta potential, viscosity and pH
values of all formulations were determined. Stability (at 4 °C and 25°C) and in vitro
release (in PBS pH 7.4 with %5 SDS) studies have were performed. Using MTT method,
the cytotoxic effects of formulations was evaluated against human melanoma and normal
fibroblast cell lines.

Results: Droplet size and zeta potential values were 151.12+2.70 and 149.80+3.52
nm (p>0.05) and -22.57+0.78 and -19.32+1.06 mV (p<0.05) for B-NE and DZ-NE,
191.48+5.26 and 200.25 +£11.09 nm (p>0.05) and 18.67+0.59 and 19.354+0.66 mV (p>0.05)
for B-NEG and DZ-NEG, 2.830+0.011 and 4.420+0.017 pm (p<0.05) and -15.50+0.75 and
-14.67+0.43 mV (p<0.05) for B-CE and DZ-CE, respectively. Positive zeta potential
values for B-NEG and DZ-NEG were obtained and a significant viscosity increase was
achieved in the presence of Protasan ™ UP G 213 compared to the NE formulations. It was
determined that the prepared formulations had pH values (pH 4.53-5.54) compatible with
the skin. Higher amount of DZ was released from the DZ-NE with the smallest droplet
size. During the stability study (90 days), it was determined that the NE and NEG
formulations have droplet sizes in the nano-range and their absolute zeta potential values
were about 20-40 mV. All formulations maintained the cytotoxic effect of DZ against the
melanoma cell line. Moreover, it was also found that pure DZ and all formulations had no
cytotoxic effect on normal fibroblast cells.

Conclusion: DZ-containing NE and NEG formulations were successfully prepared.
The prepared NE and NEG formulations might be useful delivery systems for the topical
application of DZ and treatment of skin cancer.

Key Words: Daidzein, fibroblast cell line, melanoma cell line, nanoemulsion,
nanoemulsion-based gel, skin cancer, stability
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINI
:5-Aminoleviilinik Asit
: Amerikan Kanser Komite Birligi
: American Type Culture Collection
. Kritik Misel Konsantrasyonu
: Damlacik Boyutu
: Diklorometan
: Dimetilsiilfoksit
: Diferansitel Taramali Kalorimetre
: Diinya Saglik Orgiitii
: Daidzein
: Fetal S1gir Serumu
: Amerikan Ila¢ ve Gida Dairesi
: Fourier Donitistimlii Kizilotesi
: 3. Nesil Poliamido Amin

: 4.Nesil Polipropilen imin

. Hidrofilik-Lipofilik Denge

: Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi
: Hidroksipropilmetil Seliiloz

: 1zole Ekstremite Perfiizyonu

: Interferon

: Izopropil Miristat

: Klasik Emiilsiyon

: Diisiik Dansiteli Lipoprotein

. Saptama Sinir1
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LOQ
MDA
MTT
mV
NE
NEJ
NSAID
PARP
PB
PBS
PC
PDI
PE
PEG
PG

Pl

PL
PLGA
PTX
PVA
R2
ROS
SIY
SDS

SMEDDS

: Miktar Tayin Sinir
: Malondialdehit

: 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-Difenil-2H-Tetrazolyum Bromiir
: Milivolt

: Nanoemiilsiyon

: Nanoemiilsiyon Bazli jel

: Non-Steroidal Antiinflamatuar ilag
: Poli (ADP-riboz) Polimeraz

: Fosfat Tamponu

: Fosfat tampon Cozeltisi

: Fosfotifdilkolin

: Polidispersite indeksi

: Fosfatidiletanolamin

: Polietilen Glikol

: Propilen Glikol

: Fosfatidilinositol

: Fosfolipit

: Poli(Laktik-ko-Glikolik Asit)

: Paklitaksel

: Polivinil Alkol

: Belirlilik Katsayis1

: Serbest Oksijen Radikalleri

: Yag I¢inde Su Emiilsiyonu

: Sodyum Dodesil Siilfat

: Kendiliginden Mikro-Emiilsifiye Olabilen Sistemler



SOD

SS

TEM

uv

VK

Y/S

YBH

YEM

Amax

: Stiperoksit Dismutaz

: Standart Sapma

: Transmisyon Elektron Mikroskobu
: Ultra Viole

: Varyans Katsayisi

: Su I¢inde Yag Emiilsiyonu

: Yiiksek Basin¢gli Homojenizator

: Yiizey Etkin Madde

: Maksimum Dalga Boyu
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1. GIRIS

Melanoma ve melanoma olmayan (bazal hiicreli karsinom, skuamoz hiicreli
karsinom) cilt kanseri tipleri mevcuttur. Son yillarda, gerek melanoma gerekse
melanoma olmayan cilt kanserlerinin insidans1 artmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) verilerine gore diinya ¢apinda her yil 2-3 milyon melanoma olmayan ve 132000
de melanoma vakasi goriilmektedir. Cilt kanseri nedeniyle diinya ¢apinda her yil
tahminen 60000 o6liimiin gergeklestigi, bu oliimlerin ¢ogunlugunun (~48000) malign
melanomadan kaynaklandigi, yaklasik 12000 O6limiin ise melanoma olmayan cilt
kanserlerinden kaynaklandig: ifade edilmistir. 20-29 yas aras1 kadinlarda en sik goriilen
ikinci kanser tipidir ve cilt kanserlerinde en onemli risk faktori UV isinlaridir.
Flavonoidler (flavonoller, flavanonlar, izoflavonlar, katesinler vb) bitkilerde bulunan ve
insan sagligi tizerinde olumlu etkileri bulunan dogal polifenolik bilesiklerdir. Soya
fastiilyesi ve soya lriinlerinde yogun olarak bulunan antioksidan 6zellige sahip ve giiclii
antikanserojen etkileri bulunan izoflavonlar (daidzein, genistein vb.) fitodstrojenik
bilesiklerdir.  Antioksidan  aktiviteli  flavonoidler, cildin UV isinlarindan
kaynaklanabilecek zararli etkilere karsi korunmasi (“photoaging”, 1s1k etkisiyle
yaglanma), cilt kanserinin Onlenmesi ve cilt bakimi gibi amaglarla topikal olarak
uygulanmaktadir. Ancak birgok polifenolik bilesigin intradermal olarak taginmasi
onlarin hem sulu hem de organik ortamlardaki diisiik c¢oziintirliikleri ve diisiik
permeabilitelerinden dolay1 yetersizdir. Bundan dolayi, izoflavonlarin topikal
uygulanimina yonelik olarak farkli ilag tasiyici sistemler (lipozom, mikroemiilsiyon,
nanoemiilsiyon vb.) gelistirilmistir. Daidzein, (4°,7-dihidroksilizoflavon), suda
¢oziinmeyen, baslica “Leguminosae” familyas1 bitkilerinden elde edilen bir
izoflavondur. Daidzeinin antienflamatuar, antioksidan, enzim inhibitorii vb. ozellikleri

vardir. Daha Onceki g¢alismalarda, daidzeinin kanser hiicrelerinin biiyiimesini inhibe



ettigi, hyaluronik asit tiretimini uyardigir ve topikal uygulandiginda ise cildi oksidatif
hasardan/UV 1sinlarindan korudugu gosterilmistir. Son yillarda, nanoteknoloji
alanindaki caligmalara 1ilgi ¢ok artmustir. Nanotasiyicilar flavonoidlerin diislik
¢cOziiniirlik, kisa yar1 6miir ve diisiik biyoyararlanim gibi problemlerinin iistesinden
gelinmesi i¢in uygun sistemlerdir. Nanoterapotik yaklagimlar kanser teshis ve tedavisi
icin O6nemli bir potansiyele sahiptir. Ornegin, nanotasiyicilar kanser direncinin
asilmasinda, antikansorejenlerin toksik ve istenmeyen etkilerinin
engellenmesinde/azaltilmasinda, tedavi etkinliginin ve hastanin yasam kalitesinin
artirilmasinda 6nemli faydalar saglayabilmektedir. Nanoemiilsiyonlarin cilt ile ilgili
uygulamalari son yillarda yogunluk kazanmastir.

Bu calisma, cilt kanseri tedavisine yonelik olarak daidzein igeren topikal
nanoemiilsiyon ve nanoemdiilsiyon bazli jel formiilasyonlarin hazirlanmasi, bu
sistemlerin in vitro karakterizasyon calismalarinin (morfolojik inceleme, damlacik
boyutu, zeta potansiyel, santrifiij testi, salim ¢aligmalari, stabilite calismasi, viskozite ve
pH olgtimleri) gerceklestirilmesi, kanser ve normal hiicre hatlarinda (SK-MEL 30/An1
(insan melanoma hiicreleri); PCS-201-012 (insan, normal, primer dermal fibroblast
hiicreleri) hazirlanan sistemlerin sitotoksik etkisinin MTT yontemi kullanilarak

degerlendirilmesi amaciyla gerceklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nanoemiilsiyonlar

2.1.1. Nanoemiilsiyon Kavram ve Ozellikleri

Nanoemiilsiyon terimi genellikle dispers faz damlacik boyutu 1000 nm’den
kiiciik olan emiilsiyonlar i¢in kullanilmaktadir. Genel olarak kabul goéren damlacik
boyutu ise 100-500 nm’dir."® Ancak, farkli calisma gruplar tarafindan 20-200 nm*,
100-600° ve 50-200 nm® gibi farkli damlacik boyut araliklar1 da kabul goriip
kullanilmaktadir. Nanoemiilsiyonlar, su fazi, yag fazi1 ve ylizey etkin madde (YEM)
ve/veya yardimc1 YEM kullanilmasiyla hazirlanan, damlaciklarin yag veya su olma
durumuna gore Y/S veya S/Y tipinde olabilen, i¢ faz damlacik boyutuna bagli olarak da
seffaf veya yari-seffaf goriiniimiinde olan kolloidal dagilimlardir. Nanoemiilsiyonlar
seyreltme, pH ve sicaklik degisimlerinden etkilenmezler. Kinetik olarak stabil ancak
termodinamik ag¢idan stabil olmayan sistemlerdir ve uzun siireli fiziksel stabilite

L4710 gy nedenle, bazen bu uzun siireli fiziksel stabiliteden

(metastabil) gosterirler.
dolayr nanoemiilsiyonlarin termodinamik stabiliteye yaklastigi sé’)ylenmektedir.6
Nanoemiilsiyonlarin damlacik boyutlarinin ¢ok kiiclik olmasi uzun siireli olarak
kremalagma ve flokiilasyonu engeller. Nanoemiilsiyonlarin hazirlanmasi i¢in digaridan
enerji (mekanik enerji veya sistem bilesenlerinin kimyasal potansiyeli) verilmesi
gerekmektedir. **

Nanoterapdtik yaklasimlar kanser teshis ve tedavisi i¢in muazzam bir potansiyele
sahiptir. Ornegin, nanotasiyicilar kanser direncinin asilmasinda, antikansorejenlerin
toksik ve istenmeyen etkilerinin engellenmesinde/azaltilmasinda, tedavi etkinliginin ve
hasta yasam Kkalitesinin artirilmasinda onemli faydalar saglayabilrnektedir.12'14

Nanoemiilsiyonlarin cilt ile ilgili uygulamalari son yillarda yogunluk kazanmistir.

Nanoemiilsiyonlar, nanopartikiil, lipozom gibi nano-tasiyicilara gére daha yiiksek deri



gecirgenligine ve tutunma potansiyeline sahiptir. Dolayisiyla, gerek farmasotik (gen,
antikanserojen etkin maddeler gibi) gerekse kozmetik (emiilsiyon bazli-yaslanma karsiti
kremler, cilt temizleyici losyonlar gibi) alaninda yiiksek potansiyele sahip tasiyici
sistemlerdir. Nanoemiilsiyonlar fiziksel oOzellikleri ve kinetik stabiliteleri nedeniyle
diger kolloidal yapilardan ¢ok daha fazla kullanilabilirlige sahip tasiyici sistemlerdir.
Hazirlanmalarinda kullanilacak yontem, maliyet, islem siiresi ve hazirlanacak
nanoemiilsiyonun miktar: dikkate aliarak secilmektedir.* ® ** ! Lipofilik dzellikteki
maddelerin yag/su tipi nanoemiilsiyon seklinde hazirlanmasi, hangi yoldan kullanilirsa
kullanilsin, bu maddelerden saglanan biyolojik yararin artmasini saglamaktadir. Bu
nedenle, son yillarda nanoemiilsiyonlar ile gittikge artan sayida c¢alismanin yapildigi
dikkati cekmektedir. Bu calismalarin sonucunda, ileride ¢cok daha fazla sayidaki iiriin,

ilag ve kozmetik pazarma girecektir.* %1 **

Nanoemiilsiyonlarin Ustiinliikleri: ® >

o Yiiksek kinetik stabiliteye sahiptirler.

e Damlacik boyutlarinin ¢ok kiigiik olmasi sebebiyle Brown hareketleri
yercekimi etkisine gore daha baskindir. Dolayisiyla, saklama sirasinda
sedimentasyon ve kremalagma olaylar1 goriilmez.

e Damlacik biiyilikliigliniin kiiclik olmas1 ve damlaciklar etrafinda YEM’lerin
olusturdugu dayanikli film sayesinde, damlaciklar arasinda flokiilasyonun ve
koalesensin Onlenmesi sonucu olast bir faz ayrimmin Oniline gecilmesi
saglanmstir.

e Nanoemiilsiyonlar, etkin maddelerin deri yoluyla verimli bir sekilde
taginmast i¢in uygun sistemlerdir.

e Nanoemiilsiyon sisteminin ylizey geriliminin ve damlacik boyutunun oldukga

kiiciik, yiizey alaninin ise olduk¢a genis olmasi, damlaciklarin deri yiizeyinde



tek diize olarak dagilmasini ve deriye kolayca penetre olarak da etkin
maddenin hizli bir sekilde tasinmasini saglar.

Hem hidrofobik hem de hidrofilik etkin maddelerin bu sistemde
¢oziinebilmesi sonucu bu maddelerin permeasyon ve biyoyararlanimlarinda
artig saglanir.

Formiilasyonlarinda kivam artirici kullanilmadigindan ve igerdikleri diigiik
yag oranindan dolayr akict olmalari ve bunun yanisira seffaf yapilar
sayesinde ciltte oldukca hos bir his birakirlar.

Cilt tizerine wuygulamalarda, nanoemiilsiyonlarin YEM igeriklerinin
mikroemiilsiyonlara gore diisiik olmast YEM’lerden kaynaklanabilecek cilt
ile ilgili olumsuzluklarin dniine gecilebilmesi agisindan dnemlidir.

Etkin maddenin/maddelerin ¢evre sartlarindan korunmasi, ¢Oziinitirliik
problemi olan etkin maddelerin ¢oziintirliigiiniin  artirilmas1 amaciyla
hazirlanabilirler.

Gerek beseri gerekse veteriner amacli olarak uygulanimlari s6z konusudur.
Esanslarin kisisel bakim {iriinleri i¢inde kolaylikla formiile edilebilmelerine
olanak saglarlar. Parfiimler ise alkol igermeyecek sekilde bu yontemle
hazirlanabilmektedir.

Aseptik ortamda filtrasyonla sterilize edilebilirler (¢cok kiiclik damlacik
boyutlarindan dolayz1).

Oral yolla kullanimda kiigiik damlacik boyutlarindan dolayr etkin madde

biyoyararlaniminda artig saglarlar.



Nanoemiilsiyonlarin Sakincalarp:*> '8

e Nanoemiilsiyonlarin hazirlanabilmesi i¢in 6zel cihazlarin (yiiksek basingh
homojenizatorler, ultrasonik karigtiricilar vb.) ve 6zel hazirlama tekniklerinin
kullanilmas1 maliyeti artirmaktadir.

e “Oswalt ripening” etkisi ile damlaciklarin biiylimesi nanoemiilsiyonlar igin
onemli bir stabilite problemidir.

e Erime noktas1 yiiksek olan maddeler i¢in diisiik ¢6ziindiirme kapasitesine
sahiptir.

2.1.2. Emiilsiyon, Nanoemiilsiyon ve Mikroemiilsiyon Arasindaki Farklar

Klasik (konvansiyonel, kaba) emiilsiyonlar, damlacik biiytikligii >1 pum olan ve

olusumlar1 icin yliksek enerji gerektiren siit beyaz goriiniime sahip fiziksel olarak stabil
dagilimlardir.  Termodinamik  olarak  stabil olmayan bu emiilsiyonlarin
formiilasyonlarinda %1-20 oranlarinda YEM kullanilirken genellikle yardimci YEM
kullanilmaz.** *°

Nanoemiilsiyon ve mikroemiilsiyon kavramlar1 arasinda ise bir karisiklik soz

konusudur. Son yillarda, bu karigikligi onlemek amaciyla bunlar, nano-boyutlu
emiilsiyonlar (kolloidal dagilimlar) bashg altinda toplanmis ancak stabiliteleri
agisindan kinetik olarak stabil emiilsiyonlar (nanoemiilsiyonlar) ve termodinamik olarak
stabil emiilsiyonlar (mikroemiilsiyonlar) seklinde iki grup halinde siniflandirilmislardir.
Buna gore, mikroemiilsiyonlar, damlacik boyutu 100 nm’nin altinda olan ve
termodinamik olarak stabil emiilsiyonlar olarak tanimlanmaktadir. Mikroemiilsiyonlar,
genellikle yag fazi, su fazi, YEM ve yardimc1 YEM olmak tizere dort bilesen igeren ve

1, 7, 20, 21

kendiliginden olusan sistemlerdir. Bu iki sistemin 6zellikleri Tablo 2.1°de

ozetlenmistir.> " 1



Tablo 2.1. Nanoemiilsiyon ve mikroemiilsiyon 6zelliklerinin karsilastirilmasi

1,7,15

Ozellik Nanoemiilsiyon Mikroemiilsiyon
Fiziksel Goriiniim Seffaf veya yari-seffaf Seffaf

Damlacik Genellikle, 100-500 nm 100 nm’den kiigiik
Bityiiklugii

Sinonim Submikron emiilsiyon/ Miseller faz/mezofazlar/

Yapisal olusum

YEM
konsantrasyonu

Hazirlama
Yontemi

Stabilite

2

miniemiilsiyon/“ultrafine’
emiilsiyon

Kiiresel damlaciklar

Diisiik (~%3-10 a/a)

Diistik veya yiiksek enerji
gerektiren yontemler

Kinetik olarak kararli,
metastabil, termodinamik
olarak kararsiz

liyotropik siv1 kristal faz/ sismis
miseller

Hekzogonal yapi/tabakali
“lamellar” yapi/solucan-benzeri
miseller/kiiresel damlaciklar

Yiiksek (~%20 a/a)

Kendiliginden emiilsifikasyon

Termodinamik olarak kararli

2.1.3. Nanoemiilsiyonlarin Olusum Mekanizmasi

Birbiriyle karigmayan iki sivinin birbiri i¢inde dagitilmasiyla dispers (i¢) faz kiigiik

damlaciklar halinde dis faz igerisinde dagilir ve sonu¢ olarak yiizey alani oldukca

genigler (Sekil 2.1).

Yag
YEM+yardimo YEM

Haomajenizasyon

Su %‘

Sekil 2.1. Nanoemiilsiyon olusumu

Manoemilsiyon



Nanoemiilsiyonlarin olusumu sirasinda Gibbs serbest enerjisindeki degisim (AG)
0’dan daha biiyiik oldugu i¢in bu sistemler termodinamik olarak stabil degildir (Sekil
2.2) 152

AG=y.AA- T.AS

Sekil 2.2. Serbest enerji degisimi AG: Gibbs serbest enerji degisimi; y: Yiizeyler arasi
gerilim (su-yag); AA: Ara-yiizey alanindaki degisim; T: Sicaklik; AS:Sistemdeki entropi
degisimi.?

Bir kural olarak nanoemdilsiyonlarda fazlar arasindaki yiizeyler aras1 gerilim 1-
10 mN/m’dir. Bundan dolay1, y.AA’nin biiylikliigli, damlacik halinde dagilma ve yeni
yiizeylerin olusumu sonucu meydan gelen yiizey enerjisindeki artisin entropideki artigla
karsilanamayacak kadar biiyiilk oldugunu ifade eder. Termodinamik olarak stabil
olmayan bu sistemleri, olasi flokiilasyon, koalesens, faz ayrimi gibi stabilite
problemlerine kars1 korumak tizere YEM’lerden faydalanilmaktadir. Kullanilan YEM
tipine bagh olarak nanoemiilsiyonlarin elektrostatik (iyonik emiilgatdr kullanimi) ve
sterik (non-iyonik emiilgator veya polimer kullanimi) stabilizasyonu saglanmaktadlr.22
Ayn1 zamanda, bu sistemlerde kii¢iik damlaciklarin olusumu ve bdylece yiizey alani
artisin1  saglamak {izere sisteme enerji verilmesi gerekmektedir. Sonu¢ olarak,
kendiliginden olugmayan, damlacik olusumu/yiizey alani artis1 i¢in disaridan enerji
verilen sistemler i¢in y.AA>>T.AS’dir ve emiilsiyon olugmasi igin gerekli AG>0
(pozitif)’dir. Mikroemiilsiyonlar iginse fazlar arasindaki yiizeyler arasi gerilim 107+107
mN/m’dir. Belli kosullar altinda, y.AA<T.AS’dir, mikroemiilsiyonlar kendiliginden
olusur, disaridan enerji verilmesi gerekmez ve termodinamik olarak kararli sistemler
elde edilmis olur.™ 2
Nanoemiilsiyonlarin olusumu sirasinda biiyiik i¢ damlaciklar 6nce deforme olur

ve daha sonra ise pargalanirlar. Damlacigin i¢i ile dis1 arasindaki basing farkini ifade

eden “Laplace” basmci (AP) damlacik deformasyonunu engeller (Sekil 2.3)."° AP



esitligi de nanoemiilsiyonlarin hazirlanmasi igin enerji gereksinimini dogrulamaktadir.®
22
AP=2y/r (a)
AP =y (1/r1 + 1/rp) (b)

Sekil 2.3. “Laplace” basinci (a) kiiresel damlaciklar i¢in (b) kiiresel olmayan
damlaciklar igin. r: damlacik yarigap1.’

Bu esitlige gore, damlacik kiiclildiikce AP artmakta ve damlaciklarin daha da
kiiciiltiilmesi ancak daha gii¢lii bir deformasyonla miimkiin olmaktadir. Bu durum,
nanoemiilsiyon hazirlanmasinda ni¢in enerji harcanmasi gerektigini aciklamaktadir.
Formiilasyonda kullanilan YEM yiizeyler arasi gerilimi diistirerek AP ve dolayisiyla
damlaciklar1 kiigiiltmek igin gerekli enerjide azalma saglar.® Bu nedenle, uygun
nanoemiilsiyon formiilasyonlari i¢in YEM se¢imi onemlidir.® %

2.1.4. Nanoemiilsiyonlarin Hazirlanmasinda Kullanilan Yontemler

Nanoemiilsiyonlar yiiksek veya diisiik enerji gerektiren yontemler veya bu
yontemlerin kombinasyonu ile hazirlanabilir.?? Yiiksek enerji gerektiren yontemlerde,
sisteme yiiksek enerji verilerek ara yiizey parcalanir ve nano-boyutlu damlaciklar
olusur. Diisiik enerji gerektiren yontemlerde ise belli bazi kosullarin (faz dontistimi
olgusu, ¢oziicii buharlastirilmast vb) degistirilmesi veya su ile karistirildiginda
nanoemiilsiyon olusturan uygun karisimlarin kullanilmasi gerekir. Boylece, disaridan
enerji verilmeden nano-boyutlu damlaciklar kendiliginden olusur ve yiiksek enerji
gerektiren yontemlere gore ¢ok daha kiiclik damlaciklar elde edilir. Yapilan ilk
nanoemiilsiyon c¢aligmalarinda siklikla yiiksek enerji  gerektiren yOntemler
kullanilmistir. Son zamanlarda ise diisiik enerji gerektiren yontemlere ilgi giderek

18,222
artmaktadir, 182223



2.1.4.1. Yiiksek Enerji Gerektiren Yontemler

Yiiksek enerji gerektiren yontemler; yiliksek hizla karistirma, yliksek basingli
homojenizasyon, ultrasonikasyon, mikroakiskanlastirma ve membran emiilsifikasyonu
yontemlerini kapsatmatktatdlr.22

- Yiiksek Hizla Karistirma

Yiiksek hizla karistirma yonteminde nanoemiilsiyon olusturmak icin biiyiik
damlaciklarin  pargalanmasini  saglayacak olan enerji kayma geriliminden
saglanmaktadir. Baglangigta nanoemiilsiyonlarin hazirlanmasinda rotor-stator sistemler
kullanilmigtir. Bu araglarda karistirma arttikga damlacik boyutu azalmaktadir ancak
damlacik boyutunu 200-300 nm’nin altina diisiirmek oldukca giictiir. Bu yontemle
hazirlanan nanoemiilsiyonlarin damlacik boyutlar1 ve damlacik boyutu dagilimlari
yiiksektir. Siirekli bir karistirma saglamak ve kayma gerilimini artirmak amaciyla
kolloid degirmenleri kullanilmistir. Daha etkili bir emiilsifikasyon saglama {izere
“Silverson” rotor-stator karistirict yaygin bir sekilde kullanilmistir.?

Bu hazirlama yonteminde, damlacik boyutuna ve emiilsiyonun stabilitesine etki
eden Onemli parametreler karistirma hizi, karistirma siiresi, i¢ faz hacmi, siirekli fazin
viskozitesi ve rotor agikliginin biiytikliigli seklinde siralanabilir. 2%

Daha stabil bir emiilsiyon hazirlamak {izere bu yontem ile mikroakiskanlastirici
ve ultrasonik emiilsifikasyon ydntemleri birlikte kullanilabilmektedir.?®%’

- Yiiksek Basin¢li Homojenizasyon Yontemi

Bu yontem, diisiik ve orta viskoziteye sahip sistemlerin emiilsifikasyonu i¢in
siklikla kullanilmaktadir. Nanoemiilsiyonlarin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan
bu yontem, hazirlanan klasik emiilsiyonun cihazin (yiiksek basin¢li homojenizator)

icindeki dar bir araliktan gecirilmesi ve bu sirada olusan yiiksek kayma gerilimi,

tiirbiilans ve kavitasyon etkisiyle ara yiizeyin parcalanmasi ve kiiclik damlaciklarin
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olusmasi prensibine dayanlr.ll‘ 22 Bu yontemde, homojenizator i¢cinden emiilsiyonun
gecirilme sayisi, emiilsiyonun viskozitesi, uygulanan basing ve sicaklik damlacik
boyutu lizerinde etkili olan faktorlerdir. Homojenizator iginden gegirilme sayisi, basing
ve sicaklik artikca damlacik boyutu kiigiiliir. Strfaktanlarin denge adsorpsiyonuna
ulagmasi i¢in gerekli siire genellikle bu tiir dagilim kosullarinda yeni damlaciklarin
olusma siiresinden daha uzundur.’™ % Bu nedenle, adsorbsiyon hiz1 yiliksek olan
sirfaktanlar (YEM, emiilgator) tercih edilmelidir. Yeterli miktarda stirfaktan
kullanilirsa bu yontemle 50-350 nm damlacik boyutuna sahip nanoemiilsiyonlar elde
edilebilir.?* Tek bir siirfaktan yerine siirfaktan karigimlarimin kullamlmasi yiizey
geriliminde daha fazla azalmaya neden olmaktadir. Stirfaktanin dis faz yerine i¢ fazda
¢ozlinmesi durumunda, damlacik boyutu daha kiiciikk olmakta ve viskozitesi yiiksek
sistemlerin emiilsifikasyonunda onem tasimaktadir. Bu yontemle, genellikle, i¢ faz
icerigi yiiksek emdiilsiyon hazirlanmakta ve daha sonra seylreltilrnektedir.28

- Ultrasonik Emiilsifikasyon

Bu yontem, ¢ok kiigik damlactk boyutuna sahip nanoemiilsiyon
formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan hizli ve etkili bir yontem olarak
bilinmektedir. Ultrasonik emiilsifikasyon yonteminde, nanoemiilsiyonlarin olugmasi
icin gerekli enerji, 20 kHz’in {izerinde frekansa sahip ultrasonik dalgalardan
saglanmaktadm29 Emiilsifikasyon, iki mekanizma iizerinden yiiriimektedir. Oncelikle,
sonikasyonla dagilimi olusturacak karisim i¢inde mekanik titresimler olusturulmaktadir.
Daha sonra, bu titresimlerin sonucu olusan mikro-hava kabarciklarinin patlamasiyla
aciga cikan enerji biiyilkk damlaciklari par(;alamaktadlr.29’30 Bu yontemle hazirlanan
nanoemiilsiyonun damlacik boyutu, formiilasyon bilesenlerinin konsantrasyonuna, yag-
siirfaktan oranina, dis fazin viskozitesine, emiilsifikasyon siiresine ve sisteme verilen

enerjiye bagh olarak degismektedir.”®3" Ultrasonik enerjinin artirilmasiyla damlacik

11



boyutu diismektedir. Ancak belli bir degerden sonra enerjinin ve uygulama siiresinin

3032 Ultrasonik

artirllmas1  damlacik  boyutunda artisa sebep olabilmektedir.
emiilsifikasyon kiiclik damlacik boyutlarinin elde edilmesine olanak saglarken daha
bliylik damlaciklarin da sistemde goriilme ihtimali vardir.?? Etkili bir emiilsifikasyon
ancak ultrasonik probun yakin g¢evresinde meydana gelmektedir. Ultrasonik
emiilsifikasyonun kullanimi daha ¢ok laboratuvar caligmalar1 ya da kii¢iik hacimli
calismalar i¢in uygundur.ll‘e’3

- Mikroakigkanlastirma Yontemi

Bu yontemde, basing olusturan bir pompa sistemi ve ¢ok sayida mikrokanal
iceren bir karistiric1 kullanilmaktadir. Bu sistemlerde, mikrokanallarda basing altinda
ilerleyen ve birbiri ile karigmayan iki sivinin carpigsmasi sonucu nanoemiilsiyon
01usmal<tad1r.22’34 Basing altinda mikrokanallardan gecirme islemi istenen damlacik

boyutu elde edilinceye kadar tekrarlanr.?%3°

Elde edilen nanoemiilsiyon azot altinda
filtreden gecirilir ve boylece, biiylik damlaciklardan kurtarilarak damlacik boyutu
aralig1 diisiiriiliir.®® Sisteme verilen enerjinin bir kismi1 damlaciklarin par¢alanmasin
saglarken bir kismi ise 1s1 olarak agiga ¢ikar. Dolayisiyla, bu sistemlerde sogutucu

sistemlerin  kullanimi gerekebilmektedir.35

Mikroakigkanlastirma yontemi hem
laboratuvar hem de endiistriyel Slgekli iiretim igin uygundur.?®

- Membran Emiilsifikasyonu Yontemi

Capraz akish  (dogrudan/konvansiyonel) membran emiilsifikasyonu, 0n-
karistirmali (“premix”) membran emiilsifikasyonu ve mikrokanal emiilsifikasyonu
seklinde farkli membran emiilsifikasyon yontemleri literatiirde mevcuttur.*®*’
Capraz akishh membran emiilsifikasyonunda, dis faz membran yiizeyi boyunca
36,38

akarken, i¢ faz bir mikro-gézenekli membrandan dis faz icine basing altinda itilir.

Membran emiilsifikasyonu ilk olarak Nakashima ve ark.® tarafindan ortaya atilmis ve
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membran olarak “Shirasu-gézenekli cam” kullanilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda ise
polimerik, seramik ve metal yapidaki membranlar da kullanilmistir. Damlacik boyutunu
etkileyen en onemli parametre se¢ilen membrandir. Membranin gézenekliligi, gézenek
cap1, membran kalinlig1 ve i¢ fazin membran ylizeyi ile yaptig1 temas agist damlacik
boyutunu etkilemektedir. Damlacik boyutunu etkileyen diger faktorler ise i¢ ve dis fazin
viskoziteleri, uygulanan basing ve sicakliktir. 3 3% 40 By yontem i¢in gecerli olasi bazi
sakincalardan [diisiik iiretkenlige yol acan nispeten diisiik i¢ faz akisi (genellikle 0.01-
0.1 m¥(m?.saat)), i¢ faz yiiksek viskoziteye sahip oldugunda tekdiize nanoemiilsiyon
damlaciklarinin elde edilememesi, damlacik boyut aralig1 diisiik formiilasyonun sadece
tekdiize gozenekli bir membran kullanilarak hazirlanabilir olmasi vb.] dolayr 6n-
karistirmali membran emiilsifikasyon yontemi gelistirilmistir. On-karistirmali membran
emiilsifikasyonu yonteminde, hazirlanan kaba emiilsiyon membrandan gecirilerek

damlacik boyutu kiigiiltiilmektedir. 36442

Damlaciklarin boyutu genel olarak membranin
ortalama gozenek ¢apindan daha biiyliktiir. Membrandan gecirme islemi birkac kez
tekrarlanarak daha kii¢lik boyutlu ve daha dar bir boyut araligina sahip damlaciklar elde
edilebilmektedir.*** Konvansiyonel membran emiilsifikasyon ydntemine gore kontrol
edilmesi ve c¢alisilmasi daha kolay bir yontemdir. Ancak, bu ydntemde membran
kirlenmesi ciddi bir sorun olusturabilir. Ayrica, konvansiyonel yonteme kiyasla daha
kiiciik damlacikli emiilsiyon hazirlanmaktadir.** Mikrokanal emiilsifikasyonunda ise i¢
faz, silindirik yapida olmayan mikrokanallardan basing uygulanarak gegirilir ve kiiresel
olmayan bir damlacik meydana getirir. Bu damlacik, mikrokanalin 6zel olarak
tasarlanan geometrisine bagli olarak araylizey geriliminin etkisiyle kiiresel hale gelir ve

boyutu kiiciiliir. Bu yontemde damlacik boyutunu etkileyen tek faktor mikrokanallarin

geometrik yapisidir.®® Bu yontemin temel sakincas iiretimin diisiik olmasidir.*®
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2.1.4.2. Diisiik Enerji Gerektiren Yontemler

Nanoemiilsiyonlarin hazirlanmalar1 igin diisiik enerji gerektiren yontemler
yiiksek enerji gerektiren yontemlerden ¢ok daha sonra gelistirilmistir. Diisiik enerji
gerektiren yontemler faz donilisim sicakligi yontemi, emiilsiyon donilisim noktasi
yontemi, kendiliginden emiilsifikasyon (dengede olmayan sistemlerde) ve c¢oziici
buharlagtirma yontemlerini igerir.ls‘ 22,43, 44

- Faz Doniigiim Sicaklig1 Yontemi

Faz donilisiim sicakligi yonteminin temelinde, sicakliga bagl olarak suya/yaga
afinitesinde degisim gosteren siirfaktanlar bulunmaktadir. Ornegin, polioksietilen tipi
iyonik olmayan siirfaktanlarin ¢oziiniirliigii sicaklikla degismektedir. Sicaklik artisi ile
bu tip siirfaktanlarin polioksietilen zincirlerinin dehidrasyonu sonucu lipofilik 6zellik
gosterip S/Y tipi emiilsiyon olustururlarken diisiik sicakliklarda ise polar gruplarinin
hidrasyonundan dolay: hidrofilik 6zellik gosterir ve Y/S tipi emiilsiyon olustururlar.**
4246 jyonik olmayan bir siirfaktan kullanilarak S/Y emiilsiyonu yiiksek bir sicaklikta
hazirlanir ve daha sonra sogutulursa (faz donlisim sicakliginin altina) Y/S

22 % Faz doniisiim sicakligina yakin sicakliklarda arayiizey

emiilsiyonuna doniistir.
gerilimi kii¢iik damlaciklarin olusumunu kolaylastiracak sekilde ¢ok diisiiktiir. Ancak,
bu kosullarda koalesens egilimide artmaktadir. Kinetik olarak kararli ve damlacik
boyutu dagilimi kii¢lik nanoemiilsiyonlarin hazirlanmasi i¢in sogutma islemi ¢ok hizh
bir sekilde gerceklestirilmelidir. 22,43

Bu yontem 1sitma islemi gerektirdigi igin tretinoin, peptid/protein gibi 1siya
hassas maddeleri igeren formiilasyonlarin hazirlanmasini stabilite agisindan zorlastirir.

Ancak, siirfaktan karigimlarinin kullanilmasiyla faz doniisiim sicaklig diistirtilebilir ve

bu maddelerin parcalanmas en aza indirilebilir.!
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- Emiilsiyon Doniisiim Noktast Yontemi

Bu yontemde, nanoemiilsiyon hazirlanmasi sirasinda sicaklik sabit tutulurken
sistemin bilesenleri arasindaki oran degistirilir.47 Bu yontem, literatiirde faz doniisiim
bilesenleri ya da titrasyon yontemi olarak da adlandirilmaktadir.? Ornegin, S/Y
emiilsiyonu oda sicakliginda hazirlanip daha sonra yavas yavas su ilave edilirse
seyreltme sirasinda S/Y emiilsiyonu doniisiim noktasindan gecer ve Y/S emiilsiyonuna
déniisiir. ¥ Bu déniisiim noktasinda araylizey gerilimi ¢ok distiktiir ve yiliksek enerji
gereksinimi olmaksizin kiigiik damlaciklar olusur.*’ Burada, siirfaktanlarin difiizyonu
nanodamlacik olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Dogrudan emdiilsiyonlar bu
yontemle hazirlandiginda, sulu faz, yag ve yag fazinda zayif ¢6ziinen Siirfaktan
karigimina ilave edilir. Sulu fazin ilavesi, siirfaktanin yag fazindan sulu faza
difiizyonuna neden olur; bu da diisiik ara ylizey geriliminde nanodamlacik olusumunu

2246 Emiilsiyon doniisiimii, elektrolitlerin, farkli siirfaktanlarin ve alkollerin

saglar.
kullanilmasiyla da g,er(;eklestirilebilir.22 Bu sistem, 1s1 gerektirmemesi bakimindan
endiistride tercih edilmektedir.*

- Kendiliginden Emiilsifikasyon ve Céziicii Buharlastirma

Bu yontem, birbirleriyle dengede olmayan iki sivi fazin biraraya getirilmesiyle
kendiliginden emiilsifikasyonun gergeklesmesi esasina dayanir. Bu siirecte, iic temel
mekanizmadan bahsedilebilir. Bunlar; Gibbs-Marangoni etkisi, arayiizey geriliminin
cok diisiik olmas1 (yaklasik sifir), asirt doygun lokal alanlarda faz yogunlasmasinin
gerc;eklesmesidir.22 Olusan nanoemiilsiyondaki damlacik boyutu ve damlacik boyutu
dagilimi yiizeyler aras1 gerilime, sistemin viskozitesine, siirfaktanin yapisina ve
konsantrasyonuna baghdir. Cok diisiik ylizey gerilimine ulasabilmek ic¢in kullanilacak

olan siirfaktanlarin se¢imi oldukga Snemlidir.™ %34
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Ayrica, “Ouzo/Uzo” etkisi olarak adlandirilan bir teknikte emdiilsiyonlarin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Bu teknikte, kendiliginden emiilsifikasyon yontemine
kiyasla emiilsiyon olusumu ¢ok daha hizh gergeklesir.48 Siirfaktan kullanilmaz ve
mekanik karigtirma yapllmaz'l‘ % S/Y ve Y/S emiilsiyonlar1 bu yontemle hazirlanabilir.
Y/S emiilsiyonu i¢in yag1 ¢6zen ve ayni zamanda su ile biitiin oranlarda karisabilen
uygun bir ¢oziicli secilir ve yagin bu ¢oziiclide ¢ozeltisi hazirlanir. Bu ¢ozeltiye suyun
ilave edilmesiyle ¢oziicii hizla su i¢ine diflize olur ve yag damlaciklar olusur.*® Su ile
karisabilirligi yiliksek ¢oziicii kullanildiginda daha kiiciik damlacik boyutuna sahip
emiilsiyonlar hazirlanabilmektedir.*® Sicaklik, ¢oziiniin tipi, yag:¢oziicli oran1i ve yagin
yogunlugu (6zellikle suya yakin olmasi istenmektedir) emiilsifikasyon siirecini
etkileyen ve bununla birlikte damlacik boyutu ve dagilimina etki eden faktorlerdir.*

2004 yilinda Bouchemal ve ark.’, {i¢ asamada yiiriitiilen yeni bir kendiliginden
emiilsifikasyon yontemi kullanmislardir. Oncelikle, su ile karisabilen bir ¢dziicii icinde
yag ve lipofilik siirfaktanin homojen bir ¢ozeltisi hazirlanir. Diger taraftan hidrofilik
siirfaktan su icersinde ¢oziilerek sulu faz hazirlanir. Ikinci asamada, hazirlanan organik
faz sulu faza manyetik karistirma altinda enjekte edilir. Organik ¢oziiciiniin dis sulu faza
difiizyonu sonucunda nanodamlaciklar olusur ve Y/S emiilsiyonu elde edilir. Ugiincii
asamada ise organik ¢oziiclinlin tamami algak basing altinda uzaklastirihr.®> Coziicii
diftizyon-buharlastirma olarak da bilinen bu yontemde emiilsifikasyon oda sicakliginda
gerceklestirilir ve iiretim i¢in basit bir karistirma islemi gerekir. 128

2.1.5. Nanoemiilsiyonlarin Kullanim Alanlari

Nanoemiilsiyonlar, kiigilk damlacik boyutlari, kinetik stabiliteleri ve seffaf
goriiniimleri nedeniyle gerek ilag tasiyicit sistem gerekse kozmetik amagli olarak
kullanilmaktadir.” ?® Etkin maddelerin biyoyararlanimini artirmak iizere farklh

uygulama yollarina (oral, nazal, okiiler, pulmoner, transdermal) yonelik olarak
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nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlanmaktadir.” *° Suda cOzlinlirligl diistik etkin
maddelerin (diazepam, propofol vb.) i.v. olarak uygulanimi i¢in Y/S nanoemdiilsiyonlar1
ve ayrica besleyici amagclarla lesitin, vitamin, soya yagi vb. igeren parenteral
nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Aymi1 zamanda, genetik yapilarin
tasinmasi ve gida teknolojisinde de nanoemtilsiyonlar kullanilmaktadir. !

- Oral Nanoemiilsiyonlar

Nanoemiilsiyonlarin, etkin maddeyi i¢ fazda hapsederek onu hidrolitik/enzimatik
degredasyona, farkli pH kosullarina ve diger gevresel kosullara karst korumasi, etkin
madde biyoyararlanimini artirmasi gibi iistiinliikleri olan sistemlerdir. Ozellikle,
lipofilik etkin maddelerin (antibiyotikler, hormonlar, steroidler, sitotoksik maddeler,
ditiretikler, antifungallar gibi) oral yolla verilmesi i¢in ideal ilag tasiyici sistemlerdir.*®

Zhang ve ark.>®, diyabet, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde
onemli biyolojik etkileri olan pterostilbenin ¢oziiniirliik ve stabilite sorunlarini agsmak ve
oral yolla kullanimimi saglamak iizere faz doniisiim yontemini kullanarak yaklasik 58
nm damlacik boyutuna sahip nanoemiilsiyon formiilasyonu hazirlamislardir. Yapilan
caligmada, pterostilbenin ¢ozliniirligiinde, stabilitesinde ve in vitro salim profilinde
onemli derecede iyilestirme saglanmistir.

Gong ve ark.®, E vitamini iceren nanoemiilsiyon formiilasyonunu (ortalama
damlacik boyutu 87.7 nm) hazirlaylp farmakokinetik parametreler (farmakokinetik
calisma siganlarda gergeklestirilmistir) agisindan piyasadaki E vitamini iceren yumusak
kapsiil preparatlar1 ile karsilastirdiklarinda, nanoemiilsiyon formiilasyonu i¢in daha
kiiglik bir tmax ve daha yiiksek bir Cpax degeri elde edilmis, egri altinda kalan alan da
daha yiiksek bulunmustur. Antioksidatif etki acisindan serumdaki ve karaciger
dokularindaki siiperoksit dismutaz (SOD) ve malondialdehit (MDA) seviyeleri

degerlendirilmis ve nanoemiilsiyon formiilasyonunun yumusak kapsiillere gore daha
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etkin oldugu saptanmistir. Sonug¢ olarak, nanoemiilsiyon formiilasyonunun oral
biyoyararlanimi artirdigi gosterilmistir.

- Parenteral Nanoemiilsiyonlar

Parenteral bir nanoemiilsiyon formiilasyonunun, farmakope kurallar1 geregince,
steril, izotonik, biyoparcalanabilir, fiziksel ve kimyasal olarak kararli olmasi
gerekmektedir. Ayrica, pirojen icermemeli ve toksik olmamalidir.

Paklitaksel (PTX) kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan ve de suda
¢coztiniirligi disiik olan bir etkin maddedir. Piyasada bulunan ve Cremophor EL:etanol
karisimindaki PTX ¢ozeltisi olan “Taxol”iin neden oldugu ciddi yan etkiler
(nefrotoksisite, norotoksisite, hipotansiyon vb.) ve ayrica, PTZ’nin albiimin
nanopartikiillerine yiiklenmesi ile hazirlanan “Abraxane”in yiiksek iiretim maliyeti,
PTX i¢in yeni formiilasyonlarin gelistirilmesine neden olmaktadir.>® Najlah ve ark.>,
piyasada bulunan ve parenteral beslenmede kullanilan “Intralipid” ve “Clinoleic”
nanoemiilsiyonlarimi PTX igin tasiyict olarak kullanmiglardir. Damlacik boyutu (PTX-
“Clinoleic”: 264.7 nm; PTX-“Intralipid”: 294.6 nm), pH (PTX-“Clinoleic” pH: 7.1-7.5;
PTX-“Intralipid” pH: 6.5-6.9), yiikleme etkinligi (PTX-“Clinoleic”: %70.4-80.2; PTX-
“Intralipid”: %44.2-57.4) agisindan degerlendirilen nanoemiilsiyonlarin PTX i¢in uygun
birer tasiyict sistem olduklari goriilmiistiir. Normal glial hiicrelerde (SVG-P12) yapilan
hiicre kiiltiiri calismasinda, PTX igeren nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin, PTX
cozeltisine gore daha az toksik oldugu bulunmustur. Glioma hiicreleri (U87-MG)
kullanilarak yapilan sitotoksisite calismasinda ise PTX-“Clinoleic” formiilasyonunun
PTX-“Intralipid” formiilasyonuna gore daha sitotoksik oldugu saptanmis ve ayrica,
nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 i¢in bulunan ICsy degerlerinin PTX ¢ozeltisi ile elde

edilen 1Csp degerine gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada, suda
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¢ozinirligi disik olan etkin maddeler i¢in nanoemiilsiyon formiilasyonunun iyi bir
tastyici sistem olabilecegi gosterilmistir.

Diklofenak, NSAID tiirevi bir etkin madde olup uzun siireli olarak artrit
tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Oral yolla uzun siireli kullaniminda,
gastrointestinal kanamaya, peptik iilsere, kan diskrazisine ve anaflaksiye neden
olmaktadir. Parenteral yolla uygulandiginda ise enjeksiyon bélgesinde agr1 ve irritasyon
olusturmaktadir. Ayrica, biyolojik yar1 omriiniin oldukg¢a kisa (1-2 saat) olmasi, bu
nedenlede siirekli etki elde etmek tizere uygulama sikliginin fazlaligi hastaya rahatsizlik
vermekte ve hasta uyuncunu diisiirmektedir.>* Bu sorunu ¢ézmek icin gerceklestirilen
bir caligmada, 200-240 nm araliginda damlacik boyutuna ve farkli zeta potansiyel
degerlerine (-29.4 ve +62.1 mV) sahip, diklofenak iceren Y/S nanoemiilsiyon
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Siganlara iv olarak uygulanan formiilasyonlar, ticari
preparat “Voveran” [Cmax: 4.22 ng/mL; AUCigpiam: 6.73 (ng/mL).saat; ti/;: 1.14 saat ve
ortalama kalis siiresi (MRT) 2.09 saat] ile Kkarsilastirildiginda, nanoemiilsiyon
formiilasyonlarinin daha yiiksek Cmax (4.53-6.37 pg/mL) ve AUC [AUCgpiam: 9.36-
21.6 (ug/mL).h] degerlerine sahip oldugu, ayrica, elde edilen uzatilmis ti, ve MRT
(5.89-6.25 saat) degerleri ile de etkin maddenin farmakokinetik profilinin
tyilestirilmesinde nanoemiilsiyonlarin faydali oldugu gésterilmistir.54

- Okiiler Nanoemiilsiyonlar

GOz damlalari, kullanim kolayligi ve iiretim maliyetinin diisiik olmasindan
dolay1 goze topikal ilag uygulanmasinda en ¢ok tercih edilen formiilasyonlardir. Ancak,
bu formiilasyonlarin en &nemli sakincasi, topikal uygulama sonrasi gerek gozyasi
salgilanmas1 gerekse nazolakrimal kanal yoluyla ilacin gbz yiizeyinden birka¢ dakika
i¢ginde uzaklastirilmasi ve bu nedenle de etkin madde biyoyararlaniminin oldukga diisiik

olmasidir. Bundan dolayi, ilacin gézde kalis siiresini artirmak {izere siispansiyon, jel ve
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merhem gibi ilag sekilleri hazirlanmistir ancak bu ilag sekilleri i¢inde bazi sakincalar
(gormede bulaniklik, diisiik hasta uyuncu vb.) s6z konusudur. Bu sakincalarin
giderilmesi amaciyla, okiiler uygulama ic¢in nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 da
hazirlanmistir.>®®® Ammar ve ark® glokom tedavisinde kullanilan dorzolamid
hidrokloriirii iceren nanoemiilsiyon formiilasyonlarim1 hazirlayarak bu etkin maddeyi
iceren piyasa preparatt (Trusopt®; viskozite artiric1 olarak hidroksietil seliiloz i¢eren
sulu ¢ozelti, pH 5.65) ile karsilastirmislar ve normotansif albino tavsanlara her iki ilag
seklini topikal olarak uyguladiklarinda, nanoemdiilsiyonlarin daha yiiksek bir etkinlige
sahip oldugunu ve ayni zamanda etki siiresinin de uzadigini tespit etmislerdir. Bu
nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin glokom tedavisi i¢in gerekli ila¢ uygulama sikliginin
azaltilmast ve hasta uyuncunun artirilmasi acisindan piyasa preparatina istiinliik
saglayacag belirtilmistir.”’

Pozitif yiiklii emiilsiyon formiilasyonlarinin, gozle temas ettiginde meydana
gelen elektrostatik etkilesim nedeniyle gozde kalis siiresinin ve etkinliginin arttigi
gés‘terilmistir.58 Bu nedenle, son yillarda, okiiler uygulama i¢in katyonik nanoemiilsiyon
formiilasyonlar1 oldukga ilgi ¢ekmis ve yapilan ¢alismalarda, etkin maddelerin okiiler
biyoyararlaniminin artirllmasinda bu nanoemiilsiyonlarin etkili oldugunu ortaya
koymustur.Sg'61

- Topikal Nanoemiilsiyonlar

Topikal ilag uygulanmasindaki en Onemli sorun, deriden etkin madde
penetrasyonunun simirli olmasit ve bu nedenle, etkinligin diisiik olmasidir. Kiigiik
damlacik boyutu, genis yiizey alan1 ve diisiik yiizeyler arasi gerilim gibi 6zellikleri ile
nanoemiilsiyonlar, etkin maddenin deriden penetrasyonunda artis saglarlar.

Nanoemiilsiyonlarin topikal olarak uygulanmasini kolaylastirmak ve cilt tizerinde kalis
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stiresini uzatmak tizere jellestirici ajan kullanilarak nanoemiilsiyon-bazli jel
formiilasyonlar1 da hazirlanmaktadir.”

Kaur ve ark.®®, sedef hastaligmin topikal tedavisi icin klobetazol
propiyonat+kalsipotriol ~ igeren  nanoemiilsiyon Ve nanoemiilsiyon-bazli  jel
formiilasyonlarini hazirlamiglardir. Bu formiilasyonlarin etkinligini ise sedef hastaligi
olusturulmus fareler iizerinde degerlendirmislerdir. Siirekli bir etkin madde salim
grafigi elde edilen nanoemiilsiyon-bazli jel formiilasyonunun etkin madde
penetrasyonunda artisa neden oldugu ve bundan dolayida saf etkin maddeye ve ticari
preparatina gore daha yliksek antipsoriatik aktivite gosterdigi saptanmaistir.

K1 vitamini, antikanserojen maddelerin kullanimina bagl olarak deride olusan
istenmeyen yan etkilerin (6rn: akne seklinde dokiintiiler) 6nlenmesinde etkilidir ve K1
vitamini igeren kremler klinikte kullanilmaktadir.®* Campani ve ark.®, yart kati
formiilasyonun kullanimindaki zorluklarin giderilmesi ve aerosol seklinde hastaya
uygulanmasin1 saglamak tiizere K1 vitamini iceren nanoemiilsiyon formiilasyonlari
gelistirmislerdir. Frans diflizyon hiicreleri ve domuz kulagi derisi kullanilarak
gerceklestirilen  penetrasyon  ¢alismasinda, K1  vitamininin, nanoemiilsiyon
formiilasyonlart (yaklagik ortalama damlacik boyutlar1:216-255 nm) kullanildiginda K1
cozeltisine gore epidermiste birikiminin 6nemli oranda (%1, %3 ve %5 oraninda K1
vitamini iceren formiilasyonlar igin sirasiyla epidermiste saptanan K1 vitamini
miktarlar sirastyla %19.6, 46.7 ve 55.6 ng/mgepidermis) arttig1 tespit edilmistir. Aerosol
seklinde nanoemiilsiyonlarin uygulanmasi ise bu birikim tizerinde pozitif etki yapmis ve
%3 oraninda K1 vitamini i¢eren formiilasyon igin epidermisteki K1 vitamini miktar
%18 oraninda (72.8 ng/mgepidermis) artiy gostermistir. ATR (“attenuated total
reflectance”; azaltilmis toplam yansima)-FT-IR (Fourier Doniisiimlii  Infrared

Spektroskopisi) kulanilarak nanoemiilsiyon formiilasyonunun, derinin lipit yapisinin
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konformasyonunda herhangi bir degisiklige neden olmadigi ve “stratum corneum”un
ana bilesenlerini de 6nemli derecede etkilemedigi gosterilmistir. Calisma sonucunda,
gelistirilen nanoemiilsiyon formiilasyonunun K1 vitamini i¢in uygun bir tasiyici sistem
oldugu ve ticari bir iiriin olarak gelistirilme potansiyeli oldugu bildirilmistir.>*

Miastkowska ve ark.%®, akne tedavisi icin hindistan cevizi yagi ve Tween 80
kullanarak izotretinoin iceren Y/S nanoemiilsiyon formiilasyonu gelistirmislerdir.
Nanoemiilsiyondan etkin madde salimi sifirinc1 derece kinetikle gergeklesmistir.
Dolayisiyla, izotretinoinin formiilasyondan kontrollii salimi sonucu uzatilmis bir
dermatolojik etki elde edilecegi, kullanim sikliginin ve olasi yan etkilerin azalacag
belirtilmistir.

Shakeel ve ark.%®, cilt kanserinde kullanmak iizere hazirladiklar: 5-florourasil (5-
FU) igeren nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 igin sitotoksisite ¢alismalarini insan malign
melanoma (SK-MEL 5) hiicrelerini kullanarak gerceklestirmislerdir. Hiicreler, 3.75-120
mM’a esdeger konsantrasyonlarda 5-FU igeren ¢0zelti ve nanoemiilsiyon
formiilasyonlar1 ile muamele edilmistir. Calisma sonucunda, melanoma hiicrelerinin
¢ozelti halindeki 5-FU’ya oldukga direng gosterdigi ve bu nedenle 6nemli bir sitotoksik
etki elde edilemedigi bildirilmistir. Nanoemiilsiyon formiilasyonunun ise sitotoksik etki
acisindan ¢ozeltiye gore c¢ok daha etkili oldugu bulunmustur (120 mM 5-FU
konsantrasyonu igin; ¢ozelti halinde elde edilen % sitotoksisite 5.40 iken
nanoemiilsiyon formiilasyonu i¢in bu deger %60.6 olarak bulunmustur). Cilt kanseri ile
ilgili yapilan baska bir ¢alismada ise, dncelikle, antineoplastik bir ajan olan dakarbazin
iceren nanoemiilsiyon formiilasyonu gelistirilmistir. Daha sonra, insan melanoma
kanser hiicreleri sc olarak farelere enjekte edilmis ve farelerde kanser gelisimi
saglanmistir. TUmoOr olusturulan sicanlara dakarbazin igeren nanoemdiilsiyon ve

siispansiyon formiilasyonlari, 0.1 mg/kg dakarbazine esdeger dozda 40 giin boyunca
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(her 2-3 giinde bir defa olmak iizere) topikal veya im olarak uygulandiginda her iki
uygulama yolu i¢inde siispansiyona goére nanoemiilsiyon formiilasyonu tiimoriin
kiigtiltiilmesinde daha etkin oldugu bulunmustur. Topikal ve im uygulamalar
sonrasinda, nanoemiilsiyon formiilasyonu, tiimor boyutunda sirasiyla, %49’luk ve
%61°lik bir kiigiilme saglarken siispansiyon formiilasyonu ise sirasiyla sadece %4’ likk
ve  %30’luk  bir kiiciilme saglamlstlr.67 Bu c¢alismalar, nanoemiilsiyon
formiilasyonlarmin cilt kanseri tedavisi i¢in 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu
gostermistir.

- Kozmetik/Kozmesdtik Amagla Nanoemiilsiyon Kullanimi

Cok kiigiik damlacik boyutu ile cilt iizerinde tekdiize dagilim gostermeleri,
deriden su kaybini dnlemeleri, genis bir yiizey alanina sahip olmalarindan dolay1 aktif
bilesigin deriden penetrasyonunda artis saglamalari, Kinetik olarak kararli olmalar1 gibi
ozelliklerinin yanisira estetik agidan da (seffaf/yari-seffaf goriinimii, diisiik viskozite
vb.) tercih edilmeleri ve cillte hos bir his birakmalari nanoemiilsiyonlari
kozmetik/kozmesotik amagla kullanim agisindan oldukga cazip kilmaktadir.®®°

Quintao ve ark.”®, farmasotik ve kozmetik amagclarla kullanilmak tizere
antioksidan bilesiklerce zengin “Vellozia squamata” bitkisinin kok ve yapraklarindan
hareketle hazirlanmis olduklar1 hidroalkolik ekstreleri igeren topikal nanoemiilsiyon
formiilasyonlarim1 faz doniisiim yontemini kullanarak hazirlamislardir. Kok ve yaprak
ekstrelerini iceren formiilasyonlarinin damlacik boyutlar: sirasiyla 148 ve 154 nm, pH
degerleri ise 5.12 ve 4.95 olarak saptanmis ve ayrica, pH degerlerinin 30 giin boyunca,
damlacik boyutlarinin ise 7 giin boyunca anlamli bir degisim gdstermeden korundugu
gosterilmistir. Benzer bir ¢alismada ise antioksidan bilesikler bakimindan zengin olan

“Phyllanthus urinaria” bitkisinin etanol ekstresi i¢in deri yaslanmasina Kkarsi

kullanilmak tizere nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 (ortalama damlacik boyutlari: ~31
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and 36 nm) gelistirilmistir. Bu formiilasyonlarin antioksidan aktivitelerini saptamak
tizere 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal siipiiriicii etkileri incelenmis ve
yaklasik %30 olarak saptanmlstlr.71

Gilines 1sinlarina karsit fiziksel koruma saglayan titanyum dioksit (TiOy)
partikiillerini ve kimyasal koruyucu olarak da oktil metoksisinnamat (OM) maddesini
birarada iceren nanoemiilsiyon formiilasyonu avokado yag: kullanilarak Silva ve ark.’
tarafindan hazirlanmistir. Nanoemiilsiyon stabilitesi etkilenmeden %1 a/a OM ve %0.25
a/a TiO; igeren formiilasyon basariyla hazirlanmistir. TiO, varliginda/yoklugunda %1
OM igeren formiilasyondan OM saliminin 4 saat siireyle yavas bir sekilde gerceklestigi
ve ayrica, formiilasyona % 0.25 TiO,’nin ilavesinin giinesten koruma faktorii (SPF)
tizerinde 6nemli bir etki olugturmadigi, bu nedenle, SPF'yi arttirmak iizere daha yiiksek
miktarlarda fiziksel koruyucu ilavesini saglamak i¢in dis faz viskozitesinin artirtlmasi
gerektigi belirtilmistir. Bununla birlikte, i¢c fazda daha fazla OM ve dis fazda ise daha
yiiksek miktarda TiO; i¢erecek sekilde formiilasyonun yeniden tasarlanmasinin uygun
olacagi raporlanrmstlr.72 OM i¢in farkli tasiyici sistemlerin (nanokapsiil, nanoemiilsiyon
ve konvansiyonel emiilsiyon) hazirlandig1 bagka bir ¢alismada, deriden en yliksek OM
penetrasyonu nanoemiilsiyon formiilasyonu kullanildiginda elde edilmistir.”

“Agave sisalana”, yapraklarindan elde edilen lif nedeniyle ag ve halat imalati
icin yetistirilmektedir. Lif imalati sirasinda yapraklarin yaklasik %40’ atil hale
gelmesi ¢evre kirliligine neden olmaktadir.’* Barreto ve ark.””, hem bu atil iriinii
degerlendirerek ¢evre kirliligini azaltmak hem de firiiniin igindeki polisakkaritlerin
nemlendirici Ozelliklerinden faydalanmak iizere nanoemiilsiyon formiilasyonlarini
hazirlamislardir. Uygun pH ve kiiclik damlacik boyutuna sahip nanoemdtilsiyonlarin 90
giin boyunca stabilitelerini koruduklart goriilmistiir. Yapilan in vivo ¢aligmayla da,

formiilasyonlarin irritasyona neden olmadigi saptanmis, tek bir uygulama sonrasi
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bariyer fonksiyonun 5 saat boyunca korunmasi ve ‘“stratum corneum” tabakasinin su
igeriginin artirtlmasi sonucu formiilasyonlarin nemlendirici 6zelliklerini gosterdikleri
belirtilmistir.™

2.2. Daidzein (DZ)

2.2.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

Flavonoidler bitkilerde bulunan ve kimyasal yapilarina gore flavonoller,
flavanonlar, izoflavonlar, katesinler seklinde siniflandirilabilen dogal bilesiklerdir.
[zoflavonlarin temel yapisi, bir heterosiklik halka olan C'ye baglh iki benzen
halkasindan (A ve B) olusan bir flavon ¢ekirdegi ile karakterizedir (Sekil 2.4)."
Difenolik yapidaki izoflavonlarin biyolojik etkileri, A ve B halkalarinda bulunan -OH
ve C halkasinda bulunan C=0O gruplarindan giiclii bir sekilde etkilenmektedir.”® DZ,
aglikon yapida bir izoflavondur. Antioksidan aktivite i¢in “Leguminosae” familyasina
ait DZ (7-hidroksi-3-(4-hidroksifenil)-4H-1-benzopiran-4-on; 4°,7-dihidroksiizoflavon),
A ve B halkalarindaki -OH gruplarindan dolay:1 hidrojen verip redoks reaksiyonlarma
girerek serbest radikalleri yok edebilir. C halkasi ve ¢oklu doymamis baglardan dolayi

da dayanikli bir kimyasal yap1 olustururlar. Yapisal gruplari araciligryla metal selasyonu

77,78

yaparak ROS olusumunu engelleyebilir.

HO

OH

Sekil 2.4. DZ’nin kimyasal yap1s175

DZ, beyaz/kirik beyaz renkli bir tozdur. Molekiil agirligi 254.2 g/mol ve

molekiiler formiilii ise C15H1004 olan fitodstrojenik bir bilesiktir.”* 2
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Farkli iretici firmalar tarafindan daidzein i¢in verilen c¢oziiniirlik bilgileri

asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

a. DZ, dimetilsiilfoksit (DMSO), etanol ve dimetilformamid gibi organik
¢oziiciilerde ¢oziiniir. Sirasiyla, bu ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliigii 30 mg/mL, 0.1
mg/mL ve 10 mg/mL’dir. Daidzein sulu tamponlarda zor ¢6ziiniir (30-100
mL, USP 30/NF25). Sulu tamponlarda maksimum ¢6ziiniirliigii i¢in daidzein
ilk olarak DMSO icerisinde ¢oOziindiiriilmeli ve daha sonra secilen sulu
tampon ile diliie edilmelidir. Daidzeinin DMSO:PBS (pH 7.2) 1:10
karisimindaki ¢oziiniirliigii yaklasik 0.15 mg/mL’dir. Hazirlanan bu sulu
¢ozeltinin bir giinden fazla saklanmasi nerilmemektedir.®®

b. DZ, DMSO igerisinde ¢oziiniir (9.8-10.20 mg/mL). Berrak ile ¢ok hafif
bulanik araliginda, renksizden hafif sariya kadar degisebilen oOzelliklerde
¢ozeltileri hazirlanabilmektedir.®?

c. DZ, DMSO igerisinde ¢oziiniir (~33.3 mg/mL), diger ¢oziiclilerde ise gok
diisiik coziintirlige sahiptir.81 DZ igin verilen erime noktas1 degerleri ise
332.5-336 °C?!, ~338° C?®, 320-323 °C® geklinde dzetlenebilir. DZ, < -20
°C’de saklanmalidir.2®2

Nan ve ark.® farkli ¢oziiciilerde DZ ¢Oziinlirliiglinii ve ayrisma sabitlerini

belirlemek tizere bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Cozilniirliik calismasi su, metanol,
triklorometan, etil etanoat, propanon ve hekzan gibi ¢oziiciilerde yapilmistir. Kati-sivi
arasinda denge kurulmasi i¢in hazirlanan Ornekler ¢oziicii tipine bagl olarak farkli
stirelerde (su ve metanol i¢in 3 saat, aseton 3.5 saat, triklorometan (kloroform), hekzan
ve etil etanoat (etil asetat) icin ise sirasiyla 5, 5.5 ve 6 saat) devaml karistirilmistir.
Coziintirliik ¢alismasi farkli sicakliklarda (15-55 °C) gergeklestirilmis ve sicaklik artigi

ile DZ’nin ¢oziinlirliigiiniin artt1g1, calisilan tiim sicakliklar i¢in DZ’nin ¢oziiniirligi
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kullanilan c¢oziiciiler agisindan biiylikten kiiclige gore propanon>metanol>etil
etanoat>hekzan > triklorometan > su olarak saptanmistir. Bu sonuglara gére, DZ’nin su
(polaritesi en yiiksek) ve hekzan (en diisiik polariteye sahip) icerisindeki diisiik
¢cOziinlirligli yapisindaki gruplardan (aromatik zincirler sudaki ¢oziinlirligl, fenolik
hidroksil gruplar1 ise apolar ¢oziiciilerde ¢oziiniirliigli azaltmaktadir) ileri geldigi ve
gerek polar gerekse apolar ¢oziiciilerde zayif bir ¢oziiniirliige sahip oldugu saptanmustir.
Ayrisma sabitinin belirlenmesi i¢inse DZ metanol (1 mg/mL) igerisinde ¢oziindiiriilmiis
ve daha sonra 50 pL’si alinarak 10 mL “Britton-Robinson” tampon ¢6zeltisine (pH 2-
12) ilave edilmistir. DZ’nin yapisinda bulunan iki fenolik hidroksil grubundan dolay1
ortama proton verdigi ve diprotik asit olarak tanimlanabilecegi raporlanmistir. DZ i¢in
PKar ve pKg degerlerinin sirasiyla 7.51+0.07 ve 9.47+£0.14 olarak saptandigi
bildirilmistir.*> Benzer sonuglar, farkli gruplar tarafindan yapilan ¢alismalarda da tespit
edilmistir.%*%

Kitagawa ve ark.®® tarafindan DZ iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlari, su
faz1 olarak 150 mM NaCl ¢ozeltisi, yag fazi olarak izopropil miristat (IPM), siirfaktan
ve ko-siirfaktan olarak da sirasiyla Tween 80 ve etanol kullanilmistir. IPM:NaCl
cozeltisi:Tween 80:etanol agirlik oranlart Y/S mikroemiilsiyonu i¢in sirasiyla
8:25:20:47; S/Y mikroemiilsiyonu i¢inse 33:7:30:30 olarak ¢alisilmis ve formiilasyonlar
hazirlanmistir. Coziiniirliik ¢alismalar1 IPM ve 150 mM NaCl ortamlarinda ve her bir
mikroemiilsiyon formiilasyonunda gergeklestirilmistir. DZ’nin 150 mM NaCl
¢ozeltisinde ve IPM’de ki ¢oziiniirliigliniin diisiik oldugu (sirasiyla 0.029 mM ve 0.072
mM), mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin ise DZ ¢oziniirligini artirdig, Y/S
mikroemiilsiyonu ve S/Y mikroemiilsiyonu i¢in elde edilen ¢oziiniirliik degerlerinin ise
sirastyla 11.46 mM ve 18.53 mM oldugu tespit edilmistir. S/Y mikroemiilsiyonunun

¢oziinlirliik acisindan daha faydali oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada, DZ’nin partisyon
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katsayisi tayini, 0.1-1.0 mM konsantrasyon araliginda DZ igerecek sekilde hazirlanmis
PBS:n-octanol (1:1 v/v) karisimlarinda ¢alisilmis (37 °C’de ve 18 saat karistirma ve
ilave 1 saat daha bekletme ile) ve bekletme siiresi sonrasinda gerek PBS fazindaki
gerekse n-oktanol fazindaki DZ igerigi HPLC kullanilarak saptanmistir. DZ’nin
partisyon katsayisi (n-oktanol/PBS) 1.93 olarak saptanrms‘ur.88 DZ’nin intradermal
tasinimini tespit etmek iizere ise Franz tipi difiizyon hiicreleri ve domuz derisi
kullanilarak ¢aligma 37 °C’de, dondr kompartmanimna mikroemiilsiyon ve reseptor
kompartmanina da PBS konularak gerceklestirilmistir. Y/S mikroemdiilsiyonu i¢in sonug
verilmezken 150 mM NaCl ¢ozeltisi, IPM ve S/Y mikroemiilsiyonu i¢inse derideki DZ
miktart sirasiyla, 0.37 umol/ggeri, 0.26 umol/geeri Ve 2.29 pmol/ggei Olarak
raporlanmustir.?®

Shen ve ark® tarafindan sudaki ¢oziniirligi disiik olan DZ’nin oral
biyoyararlanimini artirmak iizere kendiliginden mikro-emiilsifiye olabilen sistemler
(SMEDDS) gelistirilmistir. Bu amagla, oncelikle, su, farkli yaglar, siirfaktanlar ve ko-
siirfaktanlar kullanilarak ¢oziiniirliikk caligmasi (ultrasonik banyo icerisinde 40 °C’de 20
dakika bekletme sonrasi, 25 °C’de 48 saat karistirma ile) gerceklestirilmistir. Calisma
sonucunda, DZ’nin su, IPM, hint yagi, oleik asit, etil oleat, Tween 80, Cremophor EL,
Cremophor RH40, etanol, propilen glikol (PG) ve PEG 400 igerisindeki ¢oziintirliikleri
sirastyla 8.215x10™ mg/mL, 0.121 mg/mL, 0.598 mg/mL, 1.253 mg/mL, 2.327 mg/mL,
5.102 mg/mL, 7.580 mg/mL, 9.882 mg/mL, 4.852 mg/mL, 3.147 mg/mL ve 8.403
mg/mL olarak belirlenmistir. C6ziinme testi de bu calisma kapsaminda 900 mL fosfat
tamponu (PB) pH 6.8 ve 0.1 mol/L HCl ortamlarinda 37 °C ve 50 rpm’de
gerceklestirilmistir. PB pH 6.8 ve HCI ortamlarinda 30 dakika icerisinde elde edilenen

% kiimiilatif ¢oziinen DZ, sirastyla %81.2 ve %80.3 olarak saptanmustir.
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Yang ve ark.®® ise DZ’nin absolii etanol, saf su ve etanol:su ortamlarindaki
¢cOziintirliglnii farkli sicakliklarda UV spektrofotometrik yontem (256 nm) kullanarak
saptamislardir. DZ c¢ozeltileri 2.5 saatlik karigtirllma sonrasinda 2 saat daha
karistirtlmadan bekletilerek hazirlanmistir. Bekletilme sonrasi st kisimdaki sivi
aliarak siiziilmiis, miktar tayini gerceklestirilmis ve hesaplanan ¢oziiniirliik degerleri

Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2. Farkli sicakliklarda, DZ’nin su, etanol ve etanol:su karisimlarindaki
¢ozimiirliik degerleri®

Coziicii/coziicii karisimi Sicaklik (°C) Coziiniirliik (ug/mL)
Saf su 25 1.3
Saf su 35 3
%20 etanol-su karisimi (h/h) 25 3.3
%20 etanol-su karisimi (h/h) 35 9.90
%40 etanol-su karigimi (h/h) 25 46
%40 etanol-su karigimi (h/h) 35 63.5
%60 etanol-su karisimi (h/h) 25 441
%60 etanol-su karigimi (h/h) 35 522
%80 etanol-su karigimi (h/h) 25 1030
%80 etanol-su karigimi (h/h) 35 1320
Absolii etanol 25 1250
Absolii etanol 35 1500

Zeng ve ark.” ise yaptiklar1 ¢alismada farkli sicakliklarda, DZ’nin saf su, PG
(%99.8 saflikta) ve farkli oranlardaki PG:su karisimlarindaki ¢oziiniirligiini
incelemislerdir. Bu amagla, DZ ¢d6ziicli/coziicii karisimlarina ilave edilmis, farkl
sicakliklarda en az 5 giin (sabit konsantrasyona ulasincaya kadar) dengelenmesi icin

bekletilmis ve sonrasinda ise siiziilerek elde edilen siiziintii metanol ile seyreltilmistir.
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Miktar tayini UV spektrofotometre (254 nm) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Hesaplanan ¢oziintirliikk degerleri Tablo 2.3°de verilmistir.

Tablo 2.3. Farkli sicakliklarda, DZ’nin su, PG ve PG:su karisimlarindaki ¢6ziintirliik
degerleri®

Coziicii/¢oziicii karisimi Sicaklik (°C) Coziiniirliik (ng/mL)
Saf su 25 1.8
35 3.6
PG:Su (1:9) 25 2.8
35 5.3
PG:Su (2:8) 25 43
35 9.1
PG:Su (3:7) 25 10.1
35 19.4
PG:Su (4:6) 25 25.0
35 48.0
PG:Su (5:5) 25 62.0
35 103.2
PG:Su (6:4) 25 140.8
35 219.4
PG:Su (7:3) 25 300.0
35 455.0
PG:Su (8:2) 25 518.5
35 729.6
PG:Su (9:1) 25 810.9
35 1130
PG 25 1160
35 1550

Zhao ve ark.* DZ’nin sudaki ¢oziiniirliigiiniin artirmak tizere poliamido amin
(G3 PAMAM) ve polipropilen imin (G4 PPI) dendrimerleri ile DZ’nin inkliizyon
komplekslerini hazirlamiglardir. DZ’nin sudaki diisiik ¢oztiniirliigiintin (1.17 pg/mL) G3
PAMAM ve G4 PPI dendrimerleri varliginda énemli dlgiide arttig1 (sirasiyla, 186 ve
650 kat) ve dendrimer konsantrasyonu artisi ile DZ c¢oziiniirliiglinlin lineer olarak

PR

artarak degistigi raporlanmustir.
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Farkli ortamlar i¢in saptanan DZ c¢oziiniirlik degerleri Tablo 2.4°de

Ozetlenmistir.

31



ce

Tablo 2.4. DZ’nin farkli ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliik bilgileri.

Coziicii

Saf su

Asidik su

IPM

Hint yag:

Oleik asit

Coziiniirliik (ug/mL)
8.215

3.84
13
1.8
3.6
1.3

3

7.853

121
18,3

598

1253

Deneyin yapildig1 kosullar

40 °C’de 20 dakika ultrasonik banyoda bekletme, 25°C 48 saat
karigtirma

25 °C’de 48 saat calkalama

32 °C’de en az 48 saat bekletme (kuru ekstreden hareketle ¢alisiimis)
25 °C’de en az 5 giin bekletme

35 °C’de en az 5 giin bekletme

2 °C’de 3 saat karistirma

35 °C’de 3 saat karigtirma

40 °C’de 20 dakika ultrasonik banyoda bekletme, 25 °C 48 saat
karistirma

40 °C’de 20 dakika ultrasonik banyoda bekletme, 25 °C 48 saat
karigtirma

37 °C’de 20 saat karistirma

40 °C’de 20 dakika ultrasonik banyoda bekletme, 25 °C 48 saat
karistirma

40 °C’de 20 dakika ultrasonik banyoda bekletme, 25 °C 48 saat
karistirma

32 °C’de en az 48 saat bekletme (kuru ekstreden hareketle ¢alisilmis)

Kaynak

89

93

94

91

91

85

85

89

89

88

89

89

94
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Tablo 2.4. (Devami)

Etil oleat

Tween 80

Cremophor EL

Cremophor RH40

Absolii Etanol

Etanol

PG

2327

5102

7580

9882

4852

1250
1500
100

3147

2610
1160
1550

40 °C’de 20 dakika ultrasonik banyoda bekletme, 25 °C 48 saat
karistirma

40 °C’de 20 dakika ultrasonik banyoda bekletme, 25 °C 48 saat
karistirma

40 °C’de 20 dakika ultrasonik banyoda bekletme, 25 °C 48 saat
karigtirma

40 °C’de 20 dakika ultrasonik banyoda bekletme, 25 °C 48 saat
karistirma

40 °C’de 20 dakika ultrasonik banyoda bekletme, 25 °C 48 saat
karistirma

25 °C’de 2.5 saat karistirma ve sonrasinda 2 saat bekletme

35 °C’de 2.5 saat karistirma ve sonrasinda 2 saat bekletme

40 °C’de 20 dakika ultrasonik banyoda bekletme, 25 °C 48 saat
karigtirma

32 °C’de en az 48 saat bekletme (kuru ekstreden hareketle ¢alisilmis)
25 °C’de en az 5 giin bekletme
35 °C’de en az 5 giin bekletme

89

89

89

89

89

90

90

83

89

91

91
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Tablo 2.4. (Devami)

PEG 400

150 mM NaCl ¢ozeltisi
%2 PVA cozeltisi

Kloroform

Diklorometan (DCM)

Labrasol®
Transcutol®
PBS pH 7.4

DMSO

Dimetilformamid

8403

8530
7.37
9.75
0.44
5.87
8.99

1.49 (DZ olarak)

828.74 (DZ-fosfolipid
kompleksi halinde)

757.92 (DZ-siklodekstrin
inkliizyon kompleksi
halinde)

5730
6860
16.22
30000
10000

40 °C’de 20 dakika ultrasonik banyoda bekletme, 25 °C 48 saat
karistirma

32 °C’de en az 48 saat bekletme (kuru ekstreden hareketle ¢alisilmis)
37 °C’de 20 saat karistirma

25 °C’de 48 saat calkalama

25 °C’de 48 saat calkalama

25 °C’de 5 saat karistirma

35 °C’de 5 saat karistirma

25 °C’de 48 saat calkalama

32 °C’de en az 48 saat bekletme (kuru ekstreden hareketle ¢alisiimis)
32 °C’de en az 48 saat bekletme (kuru ekstreden hareketle ¢alisilmis)

89

94

88

93

93

85

85

93

94

95

83

83
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Tablo 2.4. (Devami)

DMSO: PBS (pH 7.2)
(1:10)
pH 6 tamponu
pH 10.8 tamponu
Soya yagi

% 3 sodyum lauril siilfat
sulu ¢ozeltisi

Metanol

Etil asetat

Hekzan

Aseton

150

4.77
476.9
2.77

250

1200
1920
215
302
5540
7690
28600
34200

37 °C’de 24 saat karistirma
37 °C’de 24 saat karistirma
37 °C’de 24 saat karistirma
37 °C, 150 rpm, 24 saat (soya fasiilyesi ekstresinden hareketle)

25°C’de 3 saat karistirma
35 °C’de 3 saat karigtirma
25 °C’de 6 saat karistirma
35 °C’de 6 saat karigtirma
25 °C’de 5.5 saat karigtirma
35 °C’de 5.5 saat karigtirma
25 °C’de 3.5 saat karistirma
35 °C’de 3.5 saat karigtirma

83

84

84

84

96

85

85

85

85

85

85

85

85



2.2.2. Farmakolojik Ozellikleri

Flavonoidler insan saglig1 iizerinde olumlu etkileri olan dogal polifenolik
bilesiklerdir. Antioksidan ve antiproliferatif fonksiyonlarina bagli olarak apoptozisi
indiikleyici, hiicre farklilasmasin1 ve hiicre dongiisiinii modiile edici etkileri vardir.
Sahip olduklar1 antioksidan aktivite, serbest radikallerin sebep oldugu DNA hasarim
Oonlemekte ve bdylece kanserin baslangic asamasi bloke edilebilmektedir.”’ Ayrica,
kardiyovaskiiler hastalik riskini azalttiklar1 da bilinmektedir. % Soya fasiilyesi ve
soya Uriinlerinde yogun olarak bulunan izoflavonlarin dort temel yapisi (aglikon
(daidzein, genistein); glikozit, malonil glikozit veya asetil glikozit) vardir.

Izoflavonlar, 17-B-dstradiol ile kimyasal yap1 benzerligi nedeniyle &strojenik
aktiviteye sahiptirler ve biyolojik etkilerinin ¢ogu &strojen-reseptor (ER) sinyal
yollarinin modiilasyonuyla gergeklesir.98’101'104 Ayrica Ostrojen metabolizmasinda rol
oynayan bazi enzimlerin etkinligini degistirebililrler.101 Hormon-bagimli dokularda,
Ostrojen, hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi veya apoptoz gibi birgcok fizyolojik siirecte
onemli bir rol oynar. Bununla birlikte, yiiksek Ostrojen seviyeleri ise meme veya prostat
kanseri gibi hormon-bagimli hastaliklarin gelisiminde biiyiik bir risk faktoriidiir.'®
[zoflavonlarin, tirozin protein kinaz, mitojenle-etkinlesen proteinkinaz veya DNA
topoizomeraz II gibi c¢esitli enzimlerin aktivitesini inhibe ederek hiicre ¢ogalmasini
inhibe ettigi ve apoptozu tetikledigi gosterilmistir.'® Bunlara ek olarak, izoflavonlar,
antioksidan savunmayir ve DNA onarimini artirir. Timor anjiyogenezini ve metastaz
gelisimini inhibe eder ve diger ER-bagimsiz sinyal iletim yollarini da etkiler.'*

Flavonoidlerin, antikanserojen olarak baslica molekiiler etki mekanizmalar,
mutant p53 proteininin down-regiilasyonu, hiicre dongiistiniin durdurulmasi, tirozin
kinaz inhibisyonu, 1s1 sok proteinlerinin inhibisyonu (bu proteinler metastatik gen

ekspresyonunun hizlandirilmasi, immiin sistemin aktivasyonu, hiicre yaslanmasi ve
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apoptoz gibi antikanser mekanizmalarin baskilanmasi gibi mekanizmalarla kanser
gelisiminde etkili olmaktadir. Bu nedenle, kansere 0zgii proteinlerin 1s1 sok protein
inhibitorleri tarafindan hedef alinmasi ve otonom biiylimenin inhibe edilmesi kanser
tedavisinde 6nemli bir yer tutmustur), 0strojen reseptoriine baglanma kapasitesi, Ras
proteinlerinin ekspresyonunun inhibisyonu seklinde ozetlenebilir, %> 1%

Cildin UV isinlarindan kaynaklanabilecek zararli etkilere karsit korunmasi
(“photoaging”, 151k etkisiyle yaslanma; yiizdeki yaslanmanin yaklasik %80-90’1 UV
kaynaklidir), cilt kanserinin onlenmesi ve cilt bakimi gibi amaglarla flavonoidlerin
topikal olarak uygulanmasina yonelik calismalar da yapllrmstlr.lw'lo9 Ancak bir¢ok
polifenolik bilesigin transdermal olarak tasinimi onlarin hem sulu hem de organik
ortamlardaki diisikk ¢oziiniirliklerinden ve diisiik permeabilitelerinden dolay:
yetersizdir. Bundan dolayi, farkli ilag tasiyict sistemler (lipozom, mikroemiilsiyon,
nanoemiilsiyon vb.) gelistirilmis ve ¢esitli polifenolik bilesiklerin intradermal taginimi
saglanmlst1r.88’ 11088

DZ, fitoostrojenik bir bilesik olarak Ostrojen reseptorlerine baglanir. Bununla
birlikte, DZ’nin antienflamatuar, kuvvetli antioksidan, enzim inhibitorii 6zellikleri
vardir ve diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) kolesterol diizeylerini diisiirmektedir.
Ayrica, sitokinleri, hiicre adezyon proteinlerini ve platelet agregasyonunu inhibe eder ve

nitrik oksit iiretimini ise indiikler.%> % 112

DZ’nin insan saglig1 acisindan ¢ok cesitli
faydalarmin (kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanserin Onlenmesi-tedavisi, Ostrojen
takviyesi tedavisi igin bir alternatif olmasi, menopoz sonrasi kemik kaybi olan
kadinlarda osteoporozun Onlenmesi-tedavisi, diyabetin Onlenmesi vb) oldugu

93, 95, 113-116

raporlanmaktadir. . Daha onceki c¢alismalarda, DZ’nin hiicre donglisi

ilerlemesini kontrol eden genlerin modiilasyonu yoluyla kanser hiicrelerinin bitylimesini
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inhibe ettigi ve osteoblast hiicrelerinin ise ¢ogalmasini sagladigi raporlanm1st1r.95’ %, 117,

118

Izoflavonlardan olan genistein ile ilgili yapilmis baz1 nanoemiilsiyon ¢alismalar
mevcuttur. Ancak, DZ igeren nanoemiilsiyon ve nanoemiilsiyon bazli-jel
formilasyonlar1 ile ilgili bir makale bulunamamistir. Genistein ile ilgili yapilan bir
caligmada, genisteinin transdermal taginmasi amaciyla nanoemiilsiyon formiilasyonu
hazirlanmis ve in vitro olarak degerlendirilmistir. Hazirlama sirasinda farkli yaglar
(oleik asit, labrafac WL1349), Cremophor EL, Cremophor RH 40, Tween 80 ve etanol
kullanilmistir. Franz difiizyon hiicreleri kullanilarak permeabilite ¢aligsmalari
yapilmistir.  Sonug¢ olarak, genisteinin transdermal tasinmasi i¢in oleik asit ve
Cremophor EL kullanilarak hazirlanan formiilasyonun en uygun formiilasyon oldugu
tespit edilmistir.** Diger bir ¢calismada ise genistein nanoemiilsiyonlarini igeren topikal
jel formiilasyonu hazirlanmistir ve orta zincirli trigliseridlerle calisildiginda deriye
uygulama ac¢isindan daha iyi sonuglar elde edildigi Vurgulanmlstlr.119

DZ’nin ve 7,3,4 -trihidroksiizoflavonun (DZ’nin ana metaboliti) melanoma
olmayan cilt kanseri lizerindeki etkileri ile ilgili yapilan bir ¢caligmada, bu bilesiklerin
UVB-indiiklenmis cilt kanseri tizerindeki koruyucu etkilerinin az bilindigi vurgulanmis
ve calisma sonucunda, s6z konusu metabolitin UVB-indiikklenmis COX-2
ekspresyonunu inhibe ettigi saptanarak cilt kanserine karsi potansiyel koruyucu bir
madde olabilecegi ifade edilmistir.®° Bununla birlikte, diger bir ¢alismada, formiilasyon
hazirlanmaksizin sadece DZ ve genistein maddelerinin melanoma cilt kanseri
tizerindeki etkileri incelenmis, DZ’nin S fazinda hiicre sayisini artirdigi, G(1) fazinda
ise hiicre sayisini azalttigr bulunmustur. Her iki izoflavonun farkli mekanizmalarla da
olsa melanoma olusumunu inhibe ettikleri saptanmis ve melanoma tedavisinde kullanim

potansiyelleri oldugu vurgulanmugtir.*?*
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Genellikle oral yolla kullanilan DZ siispansiyon halinde siganlara
uygulandiginda %6.1°lik bir mutlak oral biyoyararlanima sahip oldugu ratporlanrmstlr.93
Bu diisiik biyoyararlanim, DZ’nin fizikokimyasal 6zelliklerinin (distk ¢oziiniirliik,
diisiik oral biyoyararlanimi vb.) ve ugradigr yogun metabolizasyonun (karaciger ve
bagirsakda) sonucu olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenle, DZ’nin hastaliklarin
Onlenmesi ve tedavisine yonelik farkli yollarla uygulanabilmesi, biyoyararlaniminin
artirilmasi, stirekli  saliminin  saglanabilmesi amaciyla ilag tasiyicit sistemlerin
gelistirilmesi diisiiniilmiis ve bununla ilgili ¢aligmalar yapllmlstlr.84’ 9,113, 114, 116, 122 gy
yillarda nanoteknoloji alanindaki caligmalara ilgi ¢ok artmistir. Nanotasiyicilar
flavonoidlerin diisiik ¢oziintirliikk, kisa yar1 Omiir ve diisiik biyoyararlanim gibi
problemlerinin iistesinden gelinmesi i¢in uygun sistemlerdir. Bu nanotastyicilar
arasinda lipozomlar, kat1 lipid nanopartikiilleri, PEG-kati1 lipit nanopartikiilleri, PEG-
lipozomlar, PLGA ve kitosan nanopartikiilleri, kendiliginden emiilsifiye olabilen
sistemler, nanoemiilsiyonlar yer almaktadir. Ancak, flavonoidlerle ilgili yapilan bu
caligmalar yeterli degildir. 88,95, 108, 113-116

2.3. Cilt Kanseri

Diinya genelinde en yaygin goriilen kanserlerden birisi olan cilt kanseri diinya
niifusunun yaklasik % 20'sini etkilemektedir.*?® Primer cilt kanserleri, koken aldiklari
hiicrelere gore adlandirilmakta ve genel olarak melanoma ve melanoma-olmayan (bazal
hiicreli  karsinom, skuamoz  hiicreli  karsinom)  cilt  kanseri  seklinde
siniflandirilmaktadir.*** Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore diinya capinda her
yil 2-3 milyon melanoma olmayan ve 132000 de melanoma vakasi goriilmektedir. Cilt
Kanseri Vakfi istatistiklerine gore teshis konulan her ii¢ kanser vakasindan birisi cilt

kanseridir, ayrica, her bes Amerikalidan birinde cilt kanseri goriilme olasilig1 oldugu

raporlanmustir.'?® Cilt kanseri nedeniyle diinya ¢apinda her yil tahminen 60000 &liimiin
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gerceklestigi, bu oOlimlerin  ¢ogunlugunun (~48000) malign melanomadan
kaynaklandigi, yaklasik 12000 6liimiin ise melanoma olmayan cilt kanserlerinden
kaynaklandig1 ifade edilmistir. Cilt kanserlerinde en énemli risk faktorii UV 1sinlaridir.
Ozellikle, ozonun koruyucu etkisinin azalmasi, insanlarin yasam siirelerinin uzamasi ve
bronzlasma aligkanliginin artmasi cilt kanseri goriilme riskini Onemli derecede
artirmustir.”® % DSO tarafindan ozondaki %10’luk azalmanin 300000 civarinda
melanoma olmayan ve 4500 civarinda ise melanoma cilt kanseri vakasinda artisa neden
olabilecegi tahmini yapilmig ve diinya ¢apinda melanoma insidansinin artmaya devam
ettigi bildirilmistir."?

Melanoma, deriye renk veren melaninin {iretiminden sorumlu melanosit
hiicrelerinin  veya ben (neviis) hiicrelerinin kanseridir."*"*?® Gériilen melanoma
vakalarinin ¢ogu normal deri iizerinde gelismekte, %?26°’s1 ise daha Once var

olan/sonradan olusan benlerden kaynaklanmaktadir.'?®

Kanser, deri {izerinde
pigmentasyon ile veya mevcut bende rengin koyulasmasi ile baslamaktadir. Baslangig
asamasinda, lezyonlar nodiiller veya plaklar seklinde goriilebilmektedir. Zamanla,
lenfatik yayillma meydana gelmekte ve ana tiimér evresinde lezyonlar olusmaktadir.*®
Genel olarak asimetri, renk degisikligi, diizensiz sinirlar ve ¢apin 6 mm’den daha biiyiik
olmasi gibi klinik ozellikler melanomaya isaret etmekle birlikte istisnalar da
gé’)riilmektedir.13l Yapilan ¢aligsmalar, melanomanin en ¢ok (azalan siralama ile) govde,
alt ekstremite, iist ektremite ve bas-boyun bolgesinde ortaya ¢iktigini gésterrnistir.131' 132
Cinsiyet agisindan ele alindiginda, melanomanin kadinlarda en ¢ok alt ektremitede,
erkeklerde ise govdede goriildiigli tespit edilmigtir.*?® 133 Cinsiyetler arasinda goriilen
bu fark iizerinde sa¢ kesimi, giyim tarzi, meslek ve giines isinlarina maruziyeti

134

belirleyen faktorlerin de etkili oldugu belirtilmektedir.”™ Melanoma agisindan, mortalite

oranlart incelendiginde ise son 25 yilda genel olarak 6nemli bir artig goriilmekte ve
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insidansin aksine Oliim vakalar1 erkek melanoma hastalarinda (6zellikle 65 yas iizeri
hastalarda) daha fazla (kadin hastalarin 2 kati) goriilmektedir. Tiimorlerin, genellikle
erkeklerde sirt gibi goriilmesi zor olan bolgelerde olugsmasi sonucu tanmin gecikmesi
buna neden olan faktdrlerden birisi olarak gdsterilmektedir.'*> Hormonal faktdrlerde
melanoma gelisiminde rol oynamaktadir.**® Ostrojen reseptdr B protein seviyesinin
timor kalinhi@ iizerine etkili oldugu, protein seviyesindeki azalmanin timor
kaliliginda artisa ve metastaza neden oldugu bildirilmistir.***

Risk Faktorleri

Melanoma gelisiminde ¢evresel (eksojen) ve endojen faktorlerin kompleks bir
etkilesimi s6z konusudur. Bu risk faktorleri igerisinde ilk sirayr UV 1sinlan

almaktadir. ™!

Gilinese maruziyet aralikli, kronik ve toplam maruziyet olarak
incelenmektedir. Aralikli mazuriyet, belirli bir aktivite sirasinda (giineslenmek, su sporu
yapmak veya giinesli yerlerde tatile gitmek gibi) yogun olarak giines 1sinlarina maruz
kalmaktir. Kronik maruziyet ise siirekli olarak gilines 1sinlarina maruz kalmayi
(genellikle is dolayisiyla) ifade etmektedir. Toplam maruziyet ise aralikli ve kronik
maruziyeti kapsamaktadlr.136 Giines 1ginlarina kronik maruziyetin melanoma tizerindeki
etkisi karmagik ve tartismalidir.’®* Ciddi cilt yaniklar1 olusmadigr miiddetge, kronik
maruziyet sonrasi, melanizasyonun artmasinin ve epidermal kalinlasmanin koruyucu bir
etki olusturdugu ancak yogun maruziyetin DNA hasarina ve immunosupresyona neden
oldugu da bilinmektedir.®" Giinese aralikli ve yogun bir sekilde maruziyetin ise
melanoma gelisiminde 6nemli bir risk faktérii oldugu bildirilmigtir.**" *3* 13 Gandini ve
ark.’®® giines 1sinlarina maruziyetin olasi riskleri hakkinda Eyliil 2002°den &nce
yayinlanmis 57 makaleyi incelemislerdir. Bu inceleme sonucunda, giines 1sinlarina

aralikli-yogun maruziyetin ve giines yaniklarinin melanoma riskini artirdigi, ancak,

genellikle, kronik maruziyet ile melanoma gelisimi arasinda ters bir orant1 oldugu
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ortaya konmustur. Bununla birlikte, kronik olarak giinese maruziyetin melanomadan
korunmada bir yol olamayacagi, kronik maruziyeti olan bireylerde hi¢ gilines 1s181na
maruz kalmamis bireylere gore melanoma goriilme riskinin daha yiiksek oldugu
ozellikle belirtilmistir.**® Hem aralikli-yogun maruziyetin hem de kronik maruziyetin
(6zellikle giinese karsi hassasiyeti fazla olan insanlarda) melanoma gelisiminde etkili
oldugunu ifade eden calismalarda mevcuttur.** *®* Melanomanmn cografi dagilimi
incelendiginde, gilines 1sinlarina en yogun maruziyetin gergeklestigi ekvatora yakin
bolgelerde melanoma vakalarmin fazlaligi da UV iginlart ile melanoma arasindaki
iligkiyi ortaya koymaktad1r.139

Diizenli olarak gilinesten koruyucu kullaniminin melanoma {tizerindeki etkisinin
incelendigi bir calismada, 1992 yilinda aym yerlesim bolgesinde yasayan, 25-75 yas
araliginda olan 1621 kisi (glinesten koruyucu {iriin kullanan 812 kisi, kullanmayan 809
kisi olacak sekilde) rastgele secilerek 2006 yilinin sonuna kadar melanoma gelisimi
acisindan takip edilmistir. Calisma sonucunda, melanomanin, diizenli olarak giinesten
koruyucu iiriin kullanimi ile yetigskinlerde 6nlenebilecegi ifade edilmistir."*

Bronzlagmayi saglayan solaryum cihazlarinin (%97 UVA; % 3 UVB yayarlar)
melanoma riskini artirdig1 yapilan ¢aligmalarla gdsterilmis ve 2009 yilinda Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansi (“International Agency for Research on Cancer”, TIARC)
tarafindan kanserojenler (grup 1) sinifina dahil edilmistir.*® ***

UV 1sinlari, DNA hasar1 meydana getirerek melanoma riskini artirmaktadir. DNA
kromofor 6zellikte olup UV i1sinlarin1 absorbe etmektedir. DNA’nin UVB 1sinlarini
(UVA 1sinlarin1 zayif bir sekilde absorplamaktadir) absorblamasi sonucu bitisik ikKi
pirimidin bazinin (timin, sitozin) arasinda siklobiitan pirimidin dimerleri olusmakta ve
melanoma gelisimine neden olmaktadir.’®* 12 yv 1sinlar1, oksidatif stres olusturarak da

DNA’ya hasar vermektedir. Serbest oksijen radikalleri, guanin bazim 8-
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hidroksideoksiguanozin (8-OHdG)’e doniistiirmekte, olusan 8-OHdG’de protein-DNA
capraz baglanmasi, tek zincir kiriklar1 ve timin-glikol olusumu gibi mekanizmalarla
DNA’da hasara yol agmaktadir. CDKN2A (siklin-bagimli kinaz inhibitér 2A), p53,
PTEN gibi tiimor baskilayict genlerin inaktivasyonu ile BRAF ve NRAS
onkogenlerinde goriilen mutasyonlar melanoma gelisiminde etkilidir.™% ** Hiicre
cogalmasi, hiicre canlilifi, farklilasmasi silire¢lerinin diizenlenmesinde rol alan
mitojenle-etkinlesen protein kinaz (MAPK) sinyal yolag: aktivitesinin BRAF, NRAS,
GNAQ (“guanin niikleotid-baglayici protein”) mutasyonlari sonucu artmasi, c-KIT
(tirozin kinaz reseptorii) gen diizensizlikleri melanoma gelisiminde rol oynamaktadir.
NRAS ve BRAF mutasyonlar1 genel olarak aralikli giines maruziyeti sonucu olugmus
hasarli deride goriiliirken c-KIT mutasyonu ise kronik giines maruziyeti hasarinda
meydana gelmektedir.***

CDKN2A’daki mutasyonlar, kalitsal melanoma vakalarinin 6nemli bir kismindan
sorumludur. CDKN2A tarafindan kodlanan ve hiicre dongiisii diizenleyicisi olan
P16/INK4 proteini, siklin-bagimli kinazlari (CDK4, CDK6) inhibe ederek hiicrelerin G1
faz1 boyunca ilerlemesini durdurur. Mutasyon durumunda ise siklin-bagimli kinazlar
inhibe edilemedigi i¢in aktif CDK4 diger bir tiimor baskilayict olan retinoblastoma
(Rb)’y1 fosforilasyona ugratir ve transkripsiyon faktorii E2F’nin agiga c¢ikmasina ve
boylece hiicrenin S fazina ge¢mesine neden olur. Artan ve kontrol edilemeyen hiicre
boliinmesi ile tiimor gelisimi baslar. CDKN2A tarafindan kodlanan P14/ARF proteini
ise p53 (timor baskilayici gen)’iin yikimint hizlandiran HDM2 (human double minute
2)’yi inhibe ederek etkisini géstermektedir.m' 144

Atipik benlerin varligi ve ben sayisi da melanoma olusumunda risk
faktorleridir.?® 131 144146 Gene] olarak 50°den fazla beni olan veya 5’den fazla atipik

beni olan kisilerde melanoma gelisme riski daha fazladir. Biiylik benlere sahip kisilerde
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de risk artmaktadir.?® 3 > Gandini ve ark.**® tarafindan, ben sayisi fazla olan (101-
120 ben ) kisilerin melanoma gelistirme risklerinin, ben sayisi az olan (0-15 ben)
kisilere kiyasla 7 kat artis gosterdigi saptanmistir. Yine ayn1 ¢alismada, 5 atipik beni
olan kisilerde, atipik ben bulundurmayanlara goére melanoma goriilme olasiliginin 6 kat
arttig1 bildirilmistir.**

Bireylerin fenotipik ozellikleri, melanomaya olan yatkinligi belirlemektedir.
Ozellikle kiz1l sagli, giinese hassasiyeti olan, kolay bronzlasamayan ve giines yanigina
meyilli beyaz tenli kisilerde melanoma goriilme olasiliginin daha yiiksek oldugu
raporlanmugtir, 14:144:147.148

Yiice ve ark. '* tarafindan yasllarla ilgili yapilan bir ¢alismada, yasl hastalarda
cilt kanseri (6zellikle kutan6z melanoma) insidansinin ve mortalitesinin geng¢ hastalarla
karsilastirildiginda son yillarda daha fazla arttigi belirtilmistir. Ayrica, ailesinde
melonama Oykiisii olan bireylerde melanoma goriilme olasiliginin daha yiiksek oldugu

141146198 \felanoma hastalarimin yaklasik %8-10unun aile dykiisiinde

ifade edilmistir.
melanoma oldugu bildirilmistir.148 Yine kisinin ¢ocukluk doneminde kanser oOykiisii
olmasi1 da melanoma i¢in bir risk faktoriidiir.

Melanomada Kullanilan Evreleme Sistemleri

Dogru taninin konmasi ve melanomanin evrelendirilmesi hastaya uygun
miidahalenin yapilabilmesi i¢in 6nemlidir. Timoriin klinik yayiliminin gosterilmesi
evrelemede temel amagtir ve melanoma igin bircok evreleme sistemi mevcuttur.

Bunlardan birisi, Dr. Wallace H. Clark tarafindan tanimlanan ve invazyon derinligini

belirten Clark diizeyleridir (Tablo 2.5). 12130130
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Tablo 2.5. Clark diizeylerine gore melanomanin evrelendirilmesit?” 130 10

Diizey 1 Tiimor hiicreleri sadece epidermistedir. (in situ melanoma)

Diizey 2 TUmor hiicreleri epidermisten papiller dermise inmis ancak buray1
tam doldurmamastir.

Diizey 3 Timor hiicreleri  papiller dermise yayillmis ve burayi
doldurmustur. Retikiiler dermise inme yoktur.

Diizey 4 Timor hiicreleri retikiiler dermise yayilmistir.

Diizey 5 Timor hiicreleri subkiitan dokuya yayilmistir.

Mevcut bir diger evrelendirme sistemi ise, epidermisin graniiler tabakasindan,
timor hiicresinin ulastig1 en alt noktanin kalinliginin 6l¢iilmesi ile bulunan Breslow
kalinliklariin degerlendirilmesi ile yapilmaktadir. Kalinlik, melanomanin seyrinde
onemli bir parametredir. Kalinligin artmasi ile hiicrelerin kan ve lenf dolasimina
ulagsmasi kolaylasmakta ve metastaz olasihg yiikselmektedir.'?” 3% 134 51 1 0 mm
kalinliginda tlimorlii hastalar, 10 yil i¢inde, % 20’lik bir 6lim orani olasili§ina
sahipken, 4.0 mm iizerindeki tiimérlii hastalarda bu oran % 50 civarindadir.™

Breslow kalinligi okiiler mikrometre ile kolaylikla Ol¢lilmekte, objektif ve
tekrarlanabilir bir sonu¢ vermektedir. Clark diizeyinin 6l¢iilmesi zordur ve Breslow
kalinlig1 sistemine gore daha subjektiftir. Breslow kalinligi, kanser seviyesinin
tanimlanmasinda daha net sonug¢ vermesine karsilik, ince tlimorlerin
degerlendirilmesinde Clark diizeyinin tanimlanmas1 oldukca onemlidir. ™

Giliniimiizde kullanilan yaygim evrelendirme sistemi ise, “Amerikan Kanser
Komite Birligi (The American Joint Committee on Cancer; AJCC)” tarafindan
olusturulan TNM (tiimér, lenf nodu, metastaz) sistemidir. T, timoriin Breslow
kalinligini, primer tiimdrdeki mitoz oranini ve iilserasyonu; N, metastatik lenf nodu
sayist ve lenf nodundaki metastatik kitleyi; M ise uzak metastazin yeri ve serum laktat
dehidrojenaz seviyesi ile tammlanmustir.********° Bu sisteme gére evreler Tablo 2.6°da

6zetlenmi§tir.128' 155, 156
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Tablo 2.6. TNM sistemindeki evreler'?8!>>1%°

Evre Tanimi

Evre | Breslow kalinligi < 1.00 mm olan primer timoér mevcuttur. Metastatik
lenf nodu veya uzak metastaz yoktur. Ulserasyon varligina gore (yoksa
IA, varsa IB) olarak ikiye ayrilmaktadir.

Evre 1l Breslow kalinlig1 1.01-2.00 mm olan tim&r mevcuttur. Metastatik lenf
nodu sayist 1, uzak metastaz yoktur. Timor kalinligi ve iilserasyon
varligina gore IIA, 1IB ve IIC olmak iizere {ige ayrilmaktadir.

Evre 111 Breslow kalinligi 2.01-4.00 mm olan tiimor mevcuttur. Metastatik lenf
nodu (2 veya 3), akciger metastazi mevcuttur. Lenfatik yayginliga gore
ITTA, IIIB, ITIC olmak iizere ilige ayrilmaktadir.

Evre IV Breslow kalinligi >4.00 mm olan tiimor, metastatik lenf nodu (=4) ve
uzak metastaz mevcuttur.

Malign melanoma metastazlarini, esas olarak bolgesel lenf nodlarina, iskelet ve
merkezi sinir sistemine yapmaktadir. Bununla birlikte, malign melanoma akcigere de
metastaz yapabilmektedir. Bu metastazlar genellikle pulmoner arterlere ulasan timor
embolileri ile olmaktadir.*’

Melanomanin Klinik Tipleri

Melanoma, klinik ve patolojik o6zelliklerine gore yiizeyel yayilan melanoma,
nodiiler melanoma, akral lentijindz melanoma ve lentigo malign melanoma olmak iizere
4 ana klinik tipte siniflandiriimaktadir, 128 130 131, 144

- VYiizeyel Yayilan Melanoma

Melanoma vakalarmin yaklasik %50-75’ini olusturur. Genellikle, aralikli ve
yogun olarak UV’ye maruz kalma sonucunda ortaya ¢ikar. Erkeklerde sirt kisminda
daha yogun olarak goriiliirken kadinlarda alt ekstremitelerde daha yaygindir. Mevcut
ben lizerinden melanoma gelisme riski en fazla olan melanoma tiiridiir. Pembe,
kahverengi ve siyah gibi renk degiskenlikleri gdsteren asimetrik bir lezyon olarak
baglar. Lezyon iizerinde kabariklik ve nodiil olugsmasiyla dikey gelisim gosterir.

oy ere 128,131,144/
Lezyonlarda kasint1 ve kanama gbriilebilir, 2% 131 144158
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- Nodiiler Melanoma

Melanoma vakalarmin yaklasik %15-35’ini olusturarak en sik goriilen ikinci
melanoma tiirtidiir. En tehlikeli ve en kotii ilerleme siirecine sahip melanomadir tipidir.
Radyal gelisim fazi yoktur, dikey biiyiime gosterir. Simetrik yapida, mavi, pembe,
kahverengi veya siyah renk degiskenlikleri gosteren kabarik bir lezyon seklinde aniden
ortaya ¢ikar ve hizlica gelisim gosterir. Yaygin olarak {lserasyon ve kanama
gorilmektedir. Erkeklerde goriilme siklig1 kadinlara gére daha fazladir. Viicutta en ¢ok
bas, boyun ve govdede goriiliir. Invazyon kalinlig1 fazla oldugundan metastaz yapma
riski yiiksektir, 128 131 144,139

- Lentigo Malign Melanoma

Melanoma vakalarinin % 5-10’unu meydana getirir. Seyri en iyi ve radyal
gelisim faz1 en uzun olan melanoma tiiriidiir. Kronik giines maruziyetinin neden oldugu
bu tiir 6zellikle burun ve yanaklarda olmak iizere yiiz ve boyun bdlgesinde
goriilmektedir. Kahve-ten tonlarinda, mat, diiz ve asimetrik lezyonlar seklinde ortaya
cikar. Uzun bir radyal gelisim evresinden sonra (5-20 yil arasinda) kalinlasarak rengi
koyulasir. Dikey biiyiime gosteren lezyonlarin orani ise yaklasik %5-10’dur. Kadinlarda
erkeklere gore daha sik olusmaktadur, 2% 144 160

- Akral Lentijinoz Melanoma

Beyaz irkta nadir gorillen (bu irkta goriilen melanomalarin %5-10"u) bu
melanoma tipi siyah ve sar1 wrklarda daha fazla (bu irklarda goriilen melanomalarin
yaklasik %45-70°1) goriilmektedir. Tirnak yatagi, tirnak ¢evresi ve mukozalarda (oral
kavite, vajina ve serviks; mukozal melanomalar ayr1 bir grup halinde de
siniflandirilabilir) goriilmektedir. Ayaklarda goriilme siklig1 ellere gore daha fazladir,

genel olarak bagparmaklarda ortaya ¢ikar. Tirnak yataginda kahverengi-siyah

pigmentasyon ile baslar. Ayak tabaninda da (6zellikle topuklar) goriilmektedir. Dikey
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biiyiimeyle birlikte lezyonda kabarma ve nodiiller meydana gelir. Ulserasyon ve kanama
gorilebilir. Giines 15181n1n bir risk faktorii olmadig kabul edilmektedir, 1?8 131 144, 161
Melanoma Tedavisi
Melanoma tedavisi, hastaliin evresine gore belirlenmektedir. Invazyonun az
oldugu ilk evrelerde cerrahi eksizyon uygulanmaktadir.’** Evre IIB ve III’de cerrahi

128 Adjuvan tedavi, cerrahiden sonra

eksizyon ile adjuvan tedavi de Onerilmektedir.
hastaligin tekrarlanmasini onlemek amaciyla yapilmaktadir. Bu tedavide, 1 yil siireyle
hastaya yiiksek doz interferon (IFN-a-2b), ilk 4 hafta iv yolla giinlik 20 MU/m? dozda
haftada 5 giin, daha sonra ise sc yolla 10 MU/m? dozda haftada 3 giin uygulanmaktadir.
IFN’nin kanda kalis siiresini uzatmak amaciyla hazirlanmis ve FDA tarafindan
onaylanmis olan PEG (polietilen glikol)-IFN-a ise 3-5 yil siireyle haftada 1 kez sc yolla
uygulanmaktadir.’**  Melanoma,  genellikle  radyoterapiye  direngli  olarak
nitelendirilmektedir. Ancak, cerrahi operasyon sonrasinda hastaligin tekrarlanmasini
onlemek amaciyla adjuvan tedavi olarak uygulanmaktad1r.134 Lezyonlarin ekstremitede
¢ok sayida ve yaygin oldugu durumlarda (intransit metastazlar) cerrahi eksizyon

miimkiin  olmayabilir.***

Bu durumda ise izole ekstremite perfiizyonu (ILP)
uygulanmaktadir. Bu yontemde kemoterap6tik ajan dogrudan ekstremiteye uygulanir.
Sistematik kemoterapi uygulanmasina gore daha az toksik etkiye sahiptil‘.128 Hastada
metastaz oldugunda ise cerrahi islem, radyoterapi ve kemoterapi secenekleri

dﬁsﬁnﬁlmektedir.128

Kemoterapide antikanser ajanlar tek veya kombine halde
kullanilmaktadir. Dakarbazin, FDA tarafindan 1975 yilinda metastatik melanoma
tedavisi i¢in onaylanan ilk antikanser ajandir. Dakarbazin kullaniminda elde edilen yanit
oranlar1 % 15-25’dir ve ortalama yanit siiresi 5-6 aydir. Sadece dakarbazin ile tedavi

edilen hastalarin uzun siireli takibi, hastalarin ancak <% 2'sinin 6 yil hayatta

kalabildigini gdstermistir.'®* Dakarbazinin yapisal analogu olan temozolomid de
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melanoma tedavisinde denenmis ve etkili (hasta yamit oram1i %14 civarindadir)
bulunmustur.’®? Platinler (karboplatin, sisplatin) ve nitroziireler (karmustin, lomustin,
semustin ve fotemustin) ise tedavide kullanilan diger kemoterapétik ajanlardir.*?® Bu iki
grup icin elde edilen yanit oranlart ise sirasiyla %15-19 ve %13-25"dir. %2
Kemoterapotik ajanlarin kombine halde kullanilmasiyla tedaviye yanitin artirilmasi
miimkiin olabilmektedir. Dakarbazin ile diger kemoterapdtik ajanlarin  (sisplatin,
vinblastin gibi) birlikte kullaniminin tedaviye yanit1 artirdigi, ancak sag kalim agisindan

2 Kinaz inhibitorleri olarak

herhangi bir {stlinliik saglamadig gt')riilmﬁstiir.l
vemurafenib (BRAF inhibitérii) 2011 yilinda, dabrafenib (BRAF inhibitori) ve
trametinib (MEK inhibit6rii) ise 2013 yilinda FDA’dan onay almistir. Bu inhibitorlerin
dakarbazin tedavisine kiyasla sag kalim siiresini artirdign  gosterilmistir.**!
immunoterapétik ajanlar da melanoma tedavisinde kullanilmaktadir.*** Sitotoksik T
lenfosit antijen-4 (CTLA-4), aktif T lenfositlerin hiicre yilizeyinde eksprese edilen
immiin-modiilator bir molekiildiir. 2011 yilinda FDA’dan onay almis olan ipilimumab,
CTLA-4’i inhibe eden, T hiicreleri tarafindan tiimoriin taninmasini artiran ve immiin
sistemin baskilanmasim engelleyen monoklonal antikordur. Ipilimumab ve dakarbazin
kombinasyonunun kullanimi, sadece dakarbazin kullanimina gére sag kalim siiresini

art1rm1$t1r.128’ 144

T hiicre yiizeyindeki immdiin sitemi baskilayan diger bir reseptor ise
programlanmis hiicre 6liim reseptorii 1 (PD-1; “programmed death-1 receptor”)’dir.
Nivolumab ve lambrolizumab ise PD1°1 hedef alarak immiin sistem baskilanmasini
onleyerek etki gdsteren monoklonal antikorlardir (anti-PD-1 antikorlar).** immiin
sistemin uyarilmasi ve apoptozun indiiklenmesi i¢in T hiicrelerinde iiretilen sitokinler
de kullanilabilmektedir. Melanoma tedavisinde, yiiksek doz interlokin-2 (IL-2)

kullanim1 1998 yilinda FDA tarafindan onaylanmls‘ur.134
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Maddeler

Firma

Daidzein

DMSO

Etanol

Etil Oleat

FBS (Fetal s1gir serumu “Fetal bovine
serum”

izopropil Alkol

Jelatin A

Jelatin B

Lipoid S100

Metanol

MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
Difenil-2H-Tetrazolyum Bromiir)
Natrasol

Penisilin/Streptomisin (10000U/ 10000
pug.mL™)

Potasyum Dihidrojen Fosfat
Potasyum Kloriir

Protasan UP G213

RPMI 1640

Sodyum Dodesil Stilfat

Sodyum Kloriir

Sodyum Monohidrojen Fosfat
Transcutol

Tween 80

LC Laboratories, ABD
Carlo Erba, italya
Tekkim, Tiirkiye
Fluka, ABD

Biochrom, Almanya

Merck, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Lipoid GmbH, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

AppliChem, Almanya
Hercule
Biochrom, Almanya

Riedel de Haen, Almanya
Merck, Almanya
Novamatrix, Norveg
Wisent, Kanada
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya

Merck, Almanya
Gattefosse, Fransa

Merck, Almanya
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Cihazlar

Firma

Cok Noktali Manyetik Karistirici

DSC (Diferansiyel Taramal1 Kalorimetre)
ELISA (Mikroplak) okuyucu

Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi (FT-IR)
Spektrometresi

Hassas Terazi

Hava Akiml Kiiltiir Kabini

HPLC (Yiiksek Basinglt Stvi
Kromatografisi)

Iklim Kabini

Inkiibator
Malvern Mastersizer

Mikropipet

pH Metre

TEM (Gegirimli Elektron Mikroskobu)
Ultraturrax cihazi

Ultrasonik Banyo

UV-Vis Spektrofotometresi
Viskozimetre

Yatay Calkalayicili Su Banyosu

Yiiksek Basingli Homojenizator

Zetasizer

Telesystem 15, Danimarka
DSC Q 100, TA Instruments, ABD
Versamax, ABD

Bruker VERTEKS 70v, Bruker, Almanya

Mettler Toledo, ABD
SafeFast Elite, italya

Agilent 1200 Series, Almanya

Mikrotest MIT, Tiirkiye

Sanyo, Japonya

Malvern Mastersizer Hydro 2000, Malvern
Ins. Ltd, Ingiltere

Eppendorf, Almanya

Hanna Instruments HI 3220, ABD

FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin, Hollanda
T18, Ultraturrax, IKA, Hindistan
Branson, ABD

Shimadzu, Japonya

Brookfield DV2T RV, ABD

WNE14, Memmert, Almanya

APV 2000, APV Homogenizer, Almanya
Zetasizer Nanoseries-ZS, Malvern Ins.

Ltd, ingiltere
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3.2. Metot

3.2.1. DZ’nin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Tayini

DZ’nin fizikokimyasal 6zelliklerini belirlemek tizere FTIR ve UV spektrumlari
alinmustir.

3.2.1.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FT-IR) Spektrumu

DZ igin KBr diski hazirlanarak FT-IR spektrumu 4000-400 cm™ araliginda elde
edilmistir.

3.2.1.2. UV Spektrumu

DZ’nin metanol igerisindeki 10 pg/mL’lik ¢ozeltisi kullanilarak 200-400 nm
dalga boyu araliginda UV spektrumu alinmstir.

3.2.2. DZ’nin HPLC ile Miktar Tayini

Literatiir taramas1 sonucunda hareketli faz olarak metanol ve ultra saf su
karisiminin kullanilmasma karar verilerek degisik oranlari denenmis ve en uygun
hareketli faz bilesimi se¢ilmistir. DZ’nin miktar tayini i¢in kullanilacak kromatografik

kosullar Tablo 3.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. DZ miktar tayini i¢in kullanilan kromatografik kosullar

Cihaz HPLC; Agilent Technologies 1200 Series

Yontem Ters Faz Kromatografi /Izokratik Eliisyon

Kolon Cis, 250 x 4.6 mm; Spum (Supelco)

Mobil Faz Metanol: % 0.1 asetik asit igeren ultra saf su (55:45 h/h)
Akis Hizi 1 mL/dk

Dedektor uv

Dalga Boyu 249

Sicakhk 25°C

Enjeksiyon Hacmi 20 L
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3.2.2.1. DZ’ye Ait Kalibrasyon Dogrusu

DZ’ye ait kalibrasyon dogrusunu elde etmek i¢in DZ’nin metanol igerisindeki 50
ug/mL’lik stok c¢ozeltisinden hareketle 0.5-32 pg/mL konsantrasyon araliginda yedi
farkl1 konsantrasyonda standart ¢ozelti (her bir konsantrasyondan 8’er adet olacak
sekilde) hazirlamak tizere gerekli seyreltmeler yapilmistir. Standart ¢ozeltilerin analizi
belirlenen kromatografik kosullarda (Tablo 3.1) HPLC ile gergeklestirilmistir. Her bir
konsantrasyon ve bu konsantrasyona karsilik gelen pik alan1 degerleri grafige
gecirilerek regresyon analizi yardimiyla kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi elde
edilmistir.

3.2.2.2. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, miktar tayininde kullanilacak olan yontemin
giivenilir oldugunu ve analizi gergeklestirilen madde i¢in belirlenen kosullarda 6zgiin,
dogru ve tekrarlanabilir oldugunu gé')sterir.163

Analitik yontem validasyonunun degerlendirilmesinde kullanilan parametreler

asagidaki sekilde (Sekil 3.1) ifade edilebilir.'®®

Dogrusalllké Dogruluk Kesinlik Duyarhhk Ozgiinliik Stabilite :

e Tekrarlanabilirlik

.......................................................................

Sekil 3.1. Analitik yontem validasyon parametreleri

Dogrusalhik

Analitik yontemin dogrusalligi, belirli bir aralikta, miktar tayini yapilacak olan
etkin maddenin konsantrasyonu ile analiz sonuglarinin dogru orantili olmasidir. Boliim
3.2.2.1°de anlatildig1 sekilde ¢alisilmistir. Her bir konsantrasyon ve bu konsantrasyona
karsilik gelen pik alanlar1 kullanilarak kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. Elde edilen

dogrunun regresyon analizi yapilarak dogru denklemi ve tanimlayicilik (belirleyicilik,

53



belirlilik) katsayis1 hesaplanmistir. Dogrusalliini  gostermek {iizere dogrusalliktan
ayrilis 6nem kontrolii yapilmastir.

Dogruluk

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin gergek
degerlere yakinligimmi ifade eden 6nemli bir parametredir. Yontem validasyonu igin
dogruluk parametresi, giin i¢i ve giinler arasi olarak calisilmistir. DZ’nin stok
cozeltisinden (50 pg/mL) hareketle metanol ile seyreltme sonucu ii¢ farkl
konsantrasyonda (0.5, 4 ve 32 pg/mL) 6’sar adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler
hazirlanmis ve ayni giin icinde arka arkaya Olciimleri gerceklestirilmistir. Giinler arasi
dogruluk analizi i¢in tiim bu islemler birbirini izleyen 3 giin boyunca tekrarlanmistir.
Sonuglarin gergek degerlere yakinliklarinin degerlendirilmesi amaciyla analiz sonucu
elde edilen ortalama konsantrasyonlar ve etkin maddenin gercek konsantrasyonlari
kullanilarak % bagil hata hesaplanmaistir.

Kesinlik

Kesinlik, bir analitik yontemin birbirini takip eden dlglimleri arasindaki yakinlik
derecesini tanimlamaktadir. Bir analitik yontemin kesinligi, varyasyon katsayis1 (VK)
hesaplanarak degerlendirilir. Kesinlik, belirli kosullar altinda, analitik yontemin tekrar
edilebilirliginin ve tekrar elde edilebilirliginin bir 6l¢iistidiir.

Tekrar Elde Edilebilirlik

Giin i¢i ve gilinler aras1 (3 giin boyunca) tekrar elde edilebilirligi saptamak ic¢in
giin i¢i ve giinler arast olarak c¢alisilmistir. DZ’nin stok c¢ozeltisinden (50 pg/mL)
hareketle metanol ile seyreltme sonucu ii¢ farkli konsantrasyonda (0.5, 4 ve 32 pug/mL)
6’sar adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayn1 giin i¢inde arka arkaya
Olctimleri gerceklestirilmistir. Glinler aras1 dogruluk analizi i¢in tim bu islemler

birbirini izleyen 3 giin boyunca tekrarlanmistir. Daha sonra, VK degerleri
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hesaplanmistir. Bu degerin %2’den diisiik olmast analitik yontemin tekrar elde
edilebilirliginin gostergesidir.'** 1%

Tekrar Edilebilirlik

DZ’nin stok ¢ozeltisinden (50 ug/mL) hareketle metanol ile seyreltme sonucu ii¢
farkl1 konsantrasyonda (0.5, 4 ve 32 ug/mL) standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayni
cOzeltiler arka arkaya alti kez analiz edilmistir. Daha sonra, VK degerleri
hesaplanmistir. Analitik yontemin tekrar edilebilirliginin gosterilebilmesi agisindan bu
degerin %2’den diisiik olmas1 gerekmektedir.164‘ 165

Duyarhhk

Analitik yontemin duyarliligi icin saptanabilirlik smir1 (Limit of Detection,
LOD) ve tayin edilebilirlik sinir1 (Limit of Quantification, LOQ) belirlenmistir. LOD,
analizi yapilan maddenin kalitatif olarak saptanabildigi en kii¢lik konsantrasyonu ifade
eder ve sinyal:giiriiltii oran1 3:1°dir. LOQ ise analizi yapilan maddenin kabul edilebilir
kesinlik ve dogruluk i¢inde tayin edilebildigi en diisiik konsantrasyonunu ifade eder ve
sinyal: giiriiltii oran1 10:1°dir.

Ozgiinliik

Ozgiinliik, bir analitik yontemin sadece amaglanan maddeyi tayin edebilme
yetenegini gosterir. Ozgiinliigiin degerlendirilmesi icin etkin madde disindaki diger
formiilasyon bilesenlerinin bulundugu nanoemiilsiyon formiilasyonlari hazirlanmis ve
etkin madde analizinin yapildigi kosullarda analiz edilerek etkin madde ile ayni
kosullarda pik verip vermedikleri incelenmistir.

Stabilite

DZ’nin analiz siiresi boyunca stabil oldugunun gosterilmesi amaciyla DZ’nin

stok cozeltisinden (50 pg/mL) hareketle metanol ile seyreltme sonucu ii¢ farklh

konsantrasyonda (0.5, 4 ve 32 pg/mL) 6’sar adet olacak sekilde standart c¢ozeltiler
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hazirlanmis ve hazirlandiktan sonra 0., 24. ve 48. saatlerde analizleri
gergeklestirilmistir.

3.2.3. Formiilasyon Calismalari

Tezimiz kapsaminda, nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 yiiksek basingh
homojenizasyon yontemi kullanilarak hazirlanmistir. Yukarida da ifade edildigi gibi bu
yontem, nanoemiilsiyonlarin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan ve hazirlanan
kaba emiilsiyonun homojenizator igerisindeki dar bir araliktan gecirilmesiyle ara
yiizeyin parg¢alanmasi ve kiiclik damlaciklarin olusmasi esasina dayamr.zz’ 166
3.2.3.1.0nF ormiilasyon Calismalari

Formiilasyon gelistirmede Nemitz ve ark.’nin®’

yaptig1  calismadan
faydalanilmistir. DZ’nin farkli ortamlardaki ¢oziiniirliigi incelenmis, en fazla
¢Oziindiigli ortam olan etil oleat yag faz1 olarak secilmistir. Ancak, bu ortamdaki
¢Oziiniirliigli formiilasyona ilave edilecek DZ miktar1 acisindan yetersiz oldugundan
daha 6nce yapilmis calismalardan faydalanilarak formiilasyona yardimer ¢oziicli olarak
DMSO eklenmistir.*®®*"® Emiilgatér olarak Lipoid S100 (soya lesitini) ve Tween 80
secilmigstir. Etkin madde orani ise genistein ile yapilan aligmalar™® 162 171 172 g0z
oniinde bulundurularak % 0.1 olarak belirlenmistir.

On formiilasyon calismalarinda HLB degeri 11°de sabit tutularak farkli yag,
sirfaktan ve DMSO oranlarima sahip formiilasyonlar hazirlanmis, hizlandirilmig
stabilite testi, damlacik boyutu ve damlacik boyutu dagilimlar1 degerlendirilerek
optimum formiilasyon bilesenleri belirlenmistir.

Tez ¢alismamizda, ayn1 zamanda yiiksek basingli homojenizatdrden gecis sayisi

ve uygulanan basing da degerlendirilerek yontem optimize edilmistir.
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3.2.3.2. Nanoemiilsiyon Formiilasyonunun Hazirlanmasi

On formiilasyon ¢alismalar1 ile nanoemiilsiyon formiilasyonu optimize edilmis
ve devam c¢alismalarinda kullanilacak olan formiilasyon bilesenleri ve oranlar1 Tablo
3.2°de verilmistir. Etkin madde icermeyen ve i¢ceren nanomiilsiyonlar sirasiyla B-NE ve

DZ-NE olarak kodlanmuistir.

Tablo 3.2. B-NE ve DZ-NE formiilasyon bilesenleri ve oranlari.

Formiilasyon Bileseni B-NE DZ-NE
Etil oleat % 10 % 10
Lipoid S100 %5 %5
DMSO %5 %5
Tween 80 %10 %10
Daidzein (DZ) - 100 mg
Ultra Saf Su km...100 g km...100 g

Formiilasyonlarin hazirlanmasinda, yag fazini olusturan Lipoid S100 ve etil oleat
80°C’lik su banyosunda homojen hale getirilmis ve daha sonra manyetik karistiricida
(500 rpm) karistirilarak oda sicakligina getirilmistir. Daha sonra, i¢inde daidzein
¢Oziindiiriilmiis olan DMSO (B-NE formiilasyonu i¢in sadece DMSO), manyetik
karistirici lizerinde (1000 rpm) damla damla yag fazina ilave edilmis ve 10 dakika daha
karistirilmistir. Hazirlanmis olan homojen goriiniimlii yag fazi, su fazina manyetik
karistiricida (1000 rpm’de) damla damla ilave edilmis ve 10 dakika daha karistirilarak
kaba emiilsiyon hazirlanmistir. Hazirlanan kaba emdtilsiyon, 1000 bar basing ile yiiksek
basingli homojenizatérden 2 devir olacak sekilde gecirilerek nanoemiilsiyon
formiilasyonlar1 hazirlanmistir.

3.2.3.3. NE-Bazh Jel Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

Nanoemiilsiyonlar akigkan sistemler oldugundan bunlarin viskozitelerini

artirarak deri iizerine uygulanabilirliklerini kolaylastirmak {izere formiilasyona farkli
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polimerler ilave edilebilmektedir.*"**"®

Tez kapsaminda, on formiilasyon ¢alismalarinda farkli konsantrasyonlarda
Natrosol ve HPMC jel elde etmek amaciyla kullanilmis ancak her iki polimer
kullaniminda da bekletme ile (24 saat) ¢okme meydana geldiginden, Protasan™ UP G
213 (suda ¢oziinebilen kitosan glutamat) jel elde etmek amaciyla kullanilmistir. %0.05
ve %1 (a/a) oraninda Protasan™ UP G 213 nanoemiilsiyona ilave edilerek 1 saat
boyunca manyetik karistiricida (300 rpm) karistirilmis ve homojen goriiniimlii bir jel
elde edilmistir. 1 hafta sonra yapilan makroskobik incelemelerde, % 0.05 Protasan™
UP G 213 kullanilan jellerde hafif bir kremalasma meydana gelirken Protasan™ UP G
213’tin %1 oraninda kullanildig:r jellerde bu sorunla karsilasiimamigtir. Devam
calismalari i¢in nanoemiilsiyon jel hazirlamak {izere polimerin %1 oraninda
kullanilmasina karar verilmistir.

NE-bazli jel formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in, %1 (a/a) oraninda Protasan™
UP G 213, 20 g nanoemiilsiyon formiilasyonuna eklenmis ve manyetik karistiricida
(300 rpm) 1 saat karistirilarak jellesme saglanmistir. Etkin madde icermeyen ve igeren
NE-bazli jeller sirasiyla B-NEJ ve DZ-NEJ olarak kodlanmistir.

3.2.3.4. Klasik Emiilsiyon Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Damlacik boyutunun hazirlanan formiilasyonlarda karakterizasyonu nasil
degistirecegini gozlemlemek iizere nanoemiilsiyon formiilasyonu ile ayni bilesenleri ve
bilesen oranlarini igeren klasik emiilsiyon formiilasyonlar1 Boliim 3.2.3.2°de anlatildig1
sekilde hazirlanmistir. Daha sonra, “Ultraturrax” cihaz1 (T18, Ultraturrax, IKA,
Hindistan) kullanilarak 10000 rpm’de 5 dk. homojenize edilmistir (ancak, yiiksek
basingli homojenizatérden gecirme islemi uygulanmamustir). Etkin madde icermeyen ve

iceren klasik emiilsiyon formiilasyonlari sirasiyla B-KE ve DZ-KE olarak kodlanmastir.
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Hazirlanan nanoemiilsiyon ve klasik emiilsiyon formiilasyonlari i¢in iletkenlik
testi ile tip tayini gerceklestirilmistir. iletkenlik 6l¢iimii Mettler Toledo Seven2Go
(Giiney Kore) cihazi kullanilarak yapilmis ve her bir 6l¢iim 6 kez tekrarlanmastir.

3.2.4. Hazirlanan Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

Hazirlanan formiilasyonlarda faz ayrimi olup olmadigi makroskobik olarak
incelenmis ve daha sonra santrifiij testi, pH tayini, zeta potansiyel ve damlacik boyutu
Olctimleri gerceklestirilmistir.

3.2.4.1. Santrifiij Testi

Hazirlanan formiilasyonlarin hizlandirilmis stabilitelerinin incelenmesi amaciyla
santrifiij testi gerceklestirilmistir. Bu amagcla, falkon tiiplere 5 g formiilasyon tartilmis
ve oda sicakliginda 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda faz
ayrim1 olup olmadig1 makroskobik olarak degerlendirilmistir.*’”

3.2.4.2. Damlacik Biiyiiklugii, Biiyiiklik Dagilmi ve Zeta potansiyel
Ol¢iimii

Hazirlanan nanoemiilsiyon ve nanoemiilsiyon bazli jel formiilasyonlarinin
damlacik biyiikliiklerinin ve dagilimlarinin belirlenmesinde dinamik 151k sacilimi
yontemi esasmna gore Ol¢lim yapan Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Ins. Ltd.
Ingiltere) kullanilmustir. Zeta potansiyel dlgiimii de ayni cihaz ve tek kullammlik zeta
hiicreleri kullanilarak belirlenmistir. Gerek damlacik biiyiikliigii gerekse zeta potansiyel
Olciimleri 6 farkli o6rnek (1:80 oraninda seyreltilmis) {izerinden 25°C’de
gerceklestirilmis ve sonuglar ortalama deger olarak verilmistir.

Klasik emiilsiyonlarin damlacik biiyiikliiklerinin 6l¢iilmesinde ise Lazer Kirinimi
Yontemi kullanilmistir. Olgiimler, Malvern Mastersizer cihazi (Malvern Ins. Ltd.
Ingiltere) ile 6 farkli 6rnek hazirlanarak 25°C’de gerceklestirilmis ve sonugclar ortalama

deger olarak verilmistir.
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3.2.4.3. pH Tayini

Hazirlanan formiilasyonlarin pH degeri, pH metre kullanilarak 3’er kez 6l¢iilmiis
ve sonuglar ortalama deger olarak verilmistir.

3.2.4.4. Reolojik Analiz

Hazirlanan formiilasyonlarin viskozitelerinin 6l¢iilmesi i¢in Brookfield DV2T
koni-plak viskozimetresi (Brookfield Engineering Laboratories, ABD) kullanilmistir.
Olgiimler oda sicakliginda ve 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Olgiimler sirasinda,
0.5 mL formiilasyon ile ¢alisilmis ve CP40 plag: kullanilmastir.

3.2.4.5. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

DZ’nin, formiilasyona giren diger bilesenlerin ve formiilasyonlarin igindeki
DZ’nin termal ozelliklerini gozlemlemek ilizere DSC analizi yapilmistir. Analizler,
Hacettepe Universitesi HUNIKAL’de bulunan DSC Q100 (TA Ins., ABD) cihaz1
kullanilarak gergeklestirilmistir. Kat1 6rnekler i¢in aliiminyum pan, sivi 6rnekler i¢in ise
aliiminyum hermetik panlar kullanilmistir. Ornekler 5 mg olacak sekilde uygun pan
iginde tartildiktan sonra, kapaklar1 sikistirilarak kapatilmistir. DSC analizi, 25-400 °C
sicaklik araliginda ve 10 °C/dk 1sitma hizi ile gerceklestirilmistir.

3.2.4.6. FT-IR Analizi

Formiilasyon bilesenlerinin ve formiilasyonlarin FT-IR spektrumlar1 Atatiirk
Universitesi-DAYTAM’da bulunan Bruker VERTEKS 70v cihazi (Bruker, Almanya)
kullanilarak alinmustir. Olgiimler vakum altinda gerceklestirilmistir.

3.2.4.7. Morfolojik Analizler

Nanoemiilsiyon ve nanoemiilsiyon bazli jeller TEM (FEI Tecnai G2 Spirit
BioTwin, Hollanda) kullanilarak goriintiilenmistir. Formiilasyonlar 100  kat

seyreltildikten sonra, 400 mesh karbon film kapli bakir 1zgara {izerine damlatilmis ve 24

60



saat boyunca oda sicaklifinda kurumaya birakilmistir. Izgaralar daha sonra, 80 kV’de
gorlintiilenmistir.

3.2.5. In Vitro Salim Cahsmalar1

DZ igeren nanoemiilsiyon, klasik emiilsiyon ve nanoemiilsiyon bazli jelden etkin
madde salimi incelenmis ve salim sonuclar1 karsilastirilmistir. Klasik emiilsiyon ile
nanoemiilsiyon formiilasyonu arasinda karsilastirma yapilarak damlacik boyutunun;
nanoemiilsiyon ve nanoemiilsiyon bazli jel arasindaki fark incelenerek de viskozitenin
etkin madde salimi tizerine etkisi degerlendirilmistir. Formiilasyonlar igin in vitro salim
calismalar1 gerceklestirlmeden 6nce, DZ’nin salim ortamindaki ¢oziiniirligiiniin ve
stabilitesinin degerlendirilmesi amaciyla ¢alismalar gergeklestirilmistir.

3.2.5.1. DZ’nin In Vitro Salim Ortamlarindaki Coziiniirliik Tayini

DZ ile yapilan ¢aligmalar incelendiginde salim ortami olarak farkli ortamlarin
kullanildigr goriilmiistiir. Salim calismalarinda, genellikle pH 7.4 fosfat tamponu (PB)
veya PBS ya da bunlarla birlikte DZ’nin ¢6ziiniirliigiinii artirmaya yonelik bir yardimci
¢oziiciiniin veya yiizey aktif maddenin kullanildig: da tespit edilmigtir, 3 9 9 113, 116,171
Genistein veya onun analogu olan DZ’yi igeren formiilasyonlarin in vitro salim
caligmalarinda, %30 etanol veya %50 metanol i¢ceren PB/PBS pH 7.4 veya SDS (%3)
igeren sulu ¢ozeltiler kullanilarak sink kosul saglanmlstlr.g?’ 96, 171, 178

Tez galismamizda, in vitro salim i¢in sink kosulun saglanmasi amaciyla %5 SDS
iceren PBS pH 7.4 ortami kullanilmistir. Segilen salim ortaminda DZ ¢6ziiniirliigiiniin
belirlenmesi amaciyla DZ’nin asir1 miktar1 flakonlara tartilarak alinmis ve iizerine %5
SDS igeren PBS pH 7.4 ilave edilmistir. Flakonun agz1 kauguk kapak ve aliiminyum
kapakla sikica kapatilmis ve DZ’nin 1siktan korunmasi amaciyla flakonlar aliiminyum

folyoyla kaplanmistir. Flakonlar, yatay ¢alkalayici su banyosuna yerlestirilmis ve belirli

stireler boyunca (1., 3., 5., 8., 10., 12. saat) 37°C’de ¢alkalanmistir. Belirlenen siireler
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sonrasinda ornekler alinarak 5000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmis ve daha sonra 0.45
um’lik filtreden siiziilmiustiir. Siiziintiideki ¢6ziinmiis DZ miktar1 valide edilmis HPLC
yontemi kullanilarak tayin edilmistir. Her zaman noktasi i¢in 3 farkli Ornekle
calisiimustir.

3.2.5.2. in Vitro Sahhm Kosullarinda DZ Stabilitesinin incelenmesi

In vitro salim siiresince DZ’nin stabil olup olmadiginin incelenmesi amaciyla,
%5 SDS iceren PBS pH 7.4°de DZ’nin 32 pg/mL’lik ¢ozeltisi hazirlanmastir.
Hazirlanan ¢ozelti, Franz diflizyon hiicresinin reseptdr bolmesine konulmustur.
Diflizyon hiicreleri, 37°C’lik su banyosu i¢indeki pleksiglas yuvalara yerlestirilmistir ve
etkin maddenin 1siktan korunmasi amaciyla salim diizeneginin gerekli kisimlar
alliminyum folyo ile kaplanmistir. Belirlenen zaman noktalarinda (0., 1., 2., 3., 4., 5., 6.,
8., 10. ve 12. saat) 6rnek alinarak DZ miktar valide edilmis HPLC yontemi kullanilarak
tayin edilmistir. Calisma 6 farkli 6rnek iizerinden yapilmis ve sonuglar ortalama olarak
verilmistir.

3.2.5.3. In vitro Salim Calismasi

In vitro salim calismalari, dikey Franz difiizyon hiicreleri (inert camdan
yapilmis) kullanilarak gerceklestirilmistir. Franz diflizyon hiicreleri dondr ve reseptor
bolme (hacmi 10 mL) olmak iizere iki par¢adan olusmustur ve dondr bolme ile reseptor
bolme arasindaki diflizyon alani 2.5 cm?dir. Cahisma sirasinda, diflizyon hiicreleri
reseptor bdlmenin tamami su banyosunun iginde kalacak sekilde pleksiglas yuvalara
yerlestirilmis ve etkin maddenin 1s1ktan korunmasi amaciyla salim diizeneginin gerekli
kisimlar1 aliiminyum folyo ile kaplanmistir.

Hazirlanan formiilasyonlarin akiskan olmasi sebebiyle dondr ve reseptor bolme
arasindan sizinti olmasmi Onleyebilmek igin, selofan membran (MWCO 12400 Da;

Sigma-Aldrich, Almanya) yerlestirilmesinden sonra, iki bdlmenin birlestigi kisim distan
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parafilm ile sarilmig ve bolmeler metal yaylarla sabitlenmistir. Selofan zarin
kurumamasi i¢in dondr bolmeye birkag damla ultrasaf su ilave edilerek gece boyunca
bekletilmistir. Ertesi giin, donér bolmedeki su bosaltilarak, reseptdr bolmeye onceden
siizlilmiis ve iginde hava kalmamasi i¢in degaze edilmis salim ortami konulmustur.
Diflizyon hiicreleri, 37 °C’de su banyosu icerisindeki pleksiglas yuvalara yerlestirilmis
ve 600 rpm’de (manyetik karistirma) dengeye gelene kadar tutulmustur. Daha sonra,
donér bolmeye 0.75 mL formiilasyon konularak salim c¢alismasi baglatilmistir.
Belirlenen zaman araliklarinda (0.5, 1., 2., 3., 4., 5., 6., 8., 10., 12. saat) 0.5 mL 6rnek
reseptOr bolmenin kolundan “Chiba” ignesi ve insiilin enjektorii ile alinarak yerine ayni
hacim ve sicakliga sahip taze salim ortami eklenmistir. Aliman 6rnekler, HPLC ile
analiz edilerek DZ miktar1 saptanmustir.

3.2.6. Hazirlanan Formiilasyonlara Ait Stabilite Calismalar:

Etkin madde igeren ve igcermeyen nanoemiilsiyon, nanoemiilsiyon bazli jel ve
klasik emdiilsiyonlarin stabilite ¢aligmalar1 4 °C ve 25 °C olmak tizere iki farkh
sicaktikta, 90 giin boyunca gerceklestirilmistir. Formiilasyonlarin stabilitesi, damlacik
biiyiikliigii, biiytiklik dagilimi, zeta potansiyel, pH, viskozite ve etkin maddenin
stabilitesi saptanarak degerlendirilmistir.

3.2.6.1. Makroskobik inceleme

Hazirlanan formiilasyonlarin fiziksel goriiniimiinde degisiklik olup olmadigi,
formiilasyonlarda faz ayrimi meydana gelip gelmedigi makraskobik olarak
incelenmistir.

3.2.6.2. Damlacik Biiyiikliigii, Biiyiiklik Dagilimi ve Zeta Potansiyel
Olciimii

Nanoemiilsiyon, nanoemiilsiyon bazli jel ve klasik emiilsiyon i¢in Bolim

3.2.4.2°de belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.
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3.2.6.3. pH Tayini

Formiilasyonlarin  pH tayini Bolim 3.2.4.3’de  belirtildigi  sekilde
gergeklestirilmistir.

3.2.6.4. Reolojik Analiz

Formiilasyonlarin reolojik analizi Bolim 3.2.4.4°de belirtildigi sekilde
gergeklestirilmistir.

3.2.6.5. Etkin Madde Stabilitesi

Stabilite c¢alismas1 siiresince, formiilasyonlarda stabil kalan etkin madde
miktarinin saptanmasi amaciyla 0.25 g formiilasyon balon jojeye alinarak metanol ile
hacmi 10 mL’ye tamamlanmis ve manyetik kanstiricida (500 rpm) 15 dk
karistirllmistir. Caligsma sirasinda, DZ’yi 1siktan korumak amaciyla balon jojelerin etrafi
aliiminyum folyo ile iyice kaplanmistir. Ornekler, 0.45 pm’lik membran filtrelerden
stizilerek HPLC ile analiz edilmistir.

3.2.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.2.7.1. Melanoma Hiicre Hattinda Sitotoksisite Calismasi

SK-MEL 30/ Anl insan melanoma hiicre dizisi (Sap Enstitiisii, HUKUK Kayit
No: 03010901) kullanilarak sitotoksisite ¢aligmasi gerceklestirilmistir. Kiiltlir ortami1
olarak, %10 FBS ve %1 antibiyotik (penisilin-streptomisin) igeren RPMI 1640
kullanilmistir. Hiicreler 25 cm? alana sahip flasklar i¢inde 37 °C’de %5 CO; iceren
inkiibatorde ¢ogaltilmistir. Hiicrelerin plaklara ekimi asamasinda tripsinizasyon (1 mL,
tripsin-EDTA (%0.25) ¢ozeltisi kullanilarak) islemi gergeklestirilmis, hiicrelerin flask
yiizeyinden ayrilmalari saglanmigtir. Daha sonra, hiicre siispansiyonu igeren tiiplere
serum igeren hiicre kiiltlir ortam1 eklenerek tripsinin inaktive olmasi saglanmistir. Hiicre
siispansiyonu santrifiij edilerek slipernatant atilmig ve kiiltiir ortam1 eklenerek hiicreler

yeniden silispande edilmis ve hiicre sayimi yapilmistir. Calismada, 96 kuyucuklu plaklar
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kullanilmis ve 5x10% hiicre/kuyu gelecek sekilde hiicre ekimi yapilmistir. Hiicre ekimini
takiben, hiicreler, kiiltiir ortami igerisinde 24 saat inkiibasyona (37 °C, %5 CO,)
birakilmistir. Bu siirenin sonunda kiiltiir ortami uzaklastirilmis ve Tablo 3.3°de bilgileri
verilen DZ ¢ozeltisi ve formiilasyonlar (UV 1s1n1 altinda sterilize edilmislerdir), her bir
kuyucuga 100 puL olarak ilave edilmistir. Kiiltiir plaklari, 24 ve 48 saat olmak tizere iki
farkli siirede inkiibasyona (37 °C, %5 CO,) birakilmistir. Inkiibasyon sonras1, mevcut
kiltlir ortami1 uzaklastirilarak her bir kuyucuga 100 uL taze kiiltiir ortam1 ve 13 uL MTT
eklenerek 4 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda kuyucuklara 100 pL izopropil alkol
eklenerek, plaklar calkalanmis ve ardindan 570 nm’de absorbanslar1 tayin edilmistir.
Formiilasyon ilave edilmeden kiiltiir ortaminda inkiibasyona birakilan hiicreler kontrol
grubu olarak kullanilmistir. Kontrol grubu degerlerine gore her grup i¢in % hiicre

canlilig1 hesaplanmistir (Sekil 3.2).

% Hiicre Canlilizs = Uygulama yapilmis kuyu icin optik dansite (OD)degeri £ 100
& Uygulama yapilmamis kuyu (Kontrol)igin OD Degeri

Sekil 3.2. % Hiicre canliliginin hesaplanmasi amaciyla kullanilan esitlik

Tablo 3.3. Hiicre kiiltiirii ¢alismasinda kullanilan gruplar ile ilgili bilgiler

Formiilasyon Aciklama
Kodu
K1 Kontrol (sadece hiicre kiiltiir ortami1 uygulanmis)
K2 %2 DMSO igeren hiicre kiiltiir ortami
90 uM Saf DZ %2 DMSO igeren hiicre kiiltiir ortamindaki 90 uM’lik DZ
¢Ozeltisi
90 M DZ-NE Hiicre kiiltiir ortami ile seyreltilerek 90 pM derisimde DZ
igerecek sekilde hazirlanan NE
90 M DZ-NEJ Hiicre kiiltiir ortamu ile seyreltilerek 90 pM derisimde DZ
igerecek sekilde hazirlanan NEJ
90 uM DZ-KE Hiicre kiiltiir ortami ile seyreltilerek 90 pM derisimde DZ

icerecek sekilde hazirlanan KE
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Tablo 3.3. (Devami)

B-NE-90 pM

B-NEJ-90 pM

B-KE-90 pM

180 pM Saf DZ

180 pM DZ-NE

180 pM DZ-NEJ

180 pM DZ-KE

B-NE-180 pM

B-NEJ-180 pM

B-KE-180 M

270 pM Saf DZ

270 pM DZ-NE

270 pM DZ-NEJ

270 pM DZ-KE

B-NE-270 pM

B-NEJ-270 pM

B-KE-270 pM

90 uM DZ derisime sahip DZ-NE formiilasyonu ile ayn1
seyreltmeye sahip bos NE

90 uM DZ derisime sahip DZ-NEJ formiilasyonu ile ayni
seyreltmeye sahip bos NEJ

90 uM DZ derisime sahip DZ-KE formiilasyonu ile ayn1
seyreltmeye sahip bos KE

%?2 DMSO igeren hiicre kiiltlir ortamindaki 180 uM’lik DZ
¢Ozeltisi
Hiicre kiiltiir ortam ile seyreltilerek 180 uM derisimde DZ
icerecek sekilde hazirlanan NE

Hiicre kiiltiir ortamu ile seyreltilerek 180 uM derisimde DZ
icerecek sekilde hazirlanan NEJ

Hiicre kiiltiir ortamu ile seyreltilerek 180 uM derisimde DZ
icerecek sekilde hazirlanan KE

180 uM DZ derisime sahip DZ-NE formiilasyonu ile ayni
seyreltmeye sahip bos NE

180 uM DZ derisime sahip DZ-NEJ formiilasyonu ile ayn1
seyreltmeye sahip bos NEJ

180 uM DZ derisime sahip DZ-KE formiilasyonu ile ayni
seyreltmeye sahip bos KE

%2 DMSO igeren hiicre kiiltiir ortamindaki 270 pM’lik DZ
¢oOzeltisi
Hiicre kiiltiir ortam ile seyreltilerek 270 uM derisimde DZ
igerecek sekilde hazirlanan NE

Hiicre kiiltiir ortam ile seyreltilerek 270 uM derisimde DZ
icerecek sekilde hazirlanan NEJ

Hiicre kiiltiir ortam ile seyreltilerek 270 uM derisimde DZ
icerecek sekilde hazirlanan KE

270 uM DZ derigime sahip DZ-NE formiilasyonu ile ayni
seyreltmeye sahip bos NE

270 uM DZ derisime sahip DZ-NEJ formiilasyonu ile ayn1
seyreltmeye sahip bos NEJ

270 uM DZ derisime sahip DZ-KE formiilasyonu ile ayni
seyreltmeye sahip bos KE
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3.2.7.2. Fibroblast Hiicre Hattinda Sitotoksisite Calismasi

PCS-201-012 normal, primer insan dermal fibroblast hiicre dizisi (Primary
Dermal Fibroblasts, Normal, Human, Adult, ATCC, ABD) kullanilarak sitotoksisite
calismas1 gerceklestirilmistir. Kiiltlir ortam1 olarak, %10 FBS ve %1 antibiyotik
(penisilin-streptomisin-amfoterisin B) igeren RPMI 1640 kullanilmistir. Hiicreler 25
cm? alana sahip flasklar icinde 37 °C’de %5 CO, igeren inkiibatérde cogaltilmustr.
Hiicrelerin plaklara ekimi asamasinda tripsinizasyon (1 mL, tripsin-EDTA (%0.25)
cozeltisi kullanilarak) islemi gerceklestirilmis, hiicrelerin flask ylizeyinden ayrilmalar
saglanmistir. Daha sonra, hiicre siispansiyonu igeren tiliplere serum igeren hiicre kiiltiir
ortam1 eklenerek tripsinin inaktive olmasi saglanmistir. Hiicre siispansiyonu santrifiij
edilerek siipernatant atilmis ve kiiltiir ortami eklenerek hiicreler yeniden siispande
edilmis ve hiicre sayimi yapilmistir. Calismada, 96 kuyucuklu plaklar kullanilmis ve
5x10* hiicre/kuyu gelecek sekilde hiicre ekimi yapilmistir. Hiicre ekimini takiben,
hiicreler, kiiltiir ortam1 igerisinde 24 saat inkiibasyona (37 °C, %5 CO;) birakilmistir. Bu
siirenin sonunda kiiltiir ortami uzaklastirilmig ve Tablo 3.3’de bilgileri verilen DZ
cozeltisi ve formiilasyonlar (UV 1s1m1 altinda sterilize edilmislerdir), her bir kuyucuga
100 pL olarak ilave edilmistir. Kiiltiir plaklari, 24 ve 48 saat olmak tizere iki farkli
siirede inkiibasyona (37 °C, %5 CO;) birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi, mevcut kiiltiir
ortam1 uzaklagtirilarak her bir kuyucuga 90 pL taze kiiltiir ortam1 ve 10 pL MTT
eklenerek 4 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda kuyucuklara 100 pL DMSO eklenerek,
plaklar ¢alkalanmis ve ardindan 570 nm’de absorbanslar1 tayin edilmistir. Formiilasyon
ilave edilmeden kiiltiir ortaminda inkiibasyona birakilan hiicreler kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Kontrol grubu degerlerine gore her grup icin % hiicre canlilig

hesaplanmistir (Sekil 3.2).
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3.2.8. Istatistiksel Analiz

Sonuglar, ortalamatstandart sapma (SS) seklinde verilmistir. Tiim istatistiksel
analizler “SPSS Statistics Version 22.0 (SPSS Inc., Chicago, ABD)” programi
kullanilarak yapilmistir. Bagimsiz gruplarin ikili eslestirmelerinde Mann Whitney U
testi, Iki bagimli grubun Kkarsilastirildigi  durumlarda  Wilcoxon testinden
yararlanilmistir. Deney sonuglari arasinda farkliligin anlamli olup olmadig1 saptanmis

ve p<0.05 ise farklilik anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. DZ’nin Fizikokimyasal Ozellikleri

DZ’nin fizikokimyasal 6zelliklerinin tayin edilmesi amaciyla Bolim 3.2.1.1°de
anlatildig1 sekilde FT-IR spektrumu (Sekil 4.1) alinmistir. Cesitli  yapilardaki
fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi edinilebilmesi ag¢isindan FT-IR analizi
gergeklestirilerek yapida var olan ¢esitli baglarin titresim frekanslar 61<;iih'ir.179 DZ’nin
FT-IR spektrumu (Sekil 4.1) incelendiginde; 3154.81 cm™’de —~OH (intermolekiiler)
gerilme titresimi, 1191.87 cm™de -OH deformasyonu, 841.07 cm* ve 788.81 cm™*de
C-H (aromatik yapida) egilme titresimleri, 1629.89 cm™’de -C=0 grubuna ait gerilme
titresimi, 1236.24 cm™ ve 1278.61 cm™’de C-O gerilme tiresimleri, 1594.59-1457.85
cm™? arahginda C=C (aromatik yapida) gerilme titresimleri, 609.40 cm™de C=0O
diizlem ici egilme titresimi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, farkli gruplar
tarafindan yapilan ¢aligma sonuglariyla uyum gés‘[errnek‘[edilr.180'184

Bolim 3.2.1.2°de anlatildig1 sekilde DZ’nin UV spektrumu da (Sekil 4.2)
alinmig ve DZ’nin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax) 248.5 nm olarak
saptanmigtir (Sekil 4.2). izoflavonoidlerin farkli UV absorpsiyon spektrumlari soz
konusudur. izoflavonlarin spektrumu, 245-275 nm araliginda ve 300-330 nm araliginda
(bu aralikta bagil yogunlugu disiiktiir) olmak tiizere iki maksimum absorpsiyona
sahiptir. Metanol igerisinde DZ i¢in elde edilen Amax degerinin 249 nm oldugu

bildirilmistir.185 Benzer veriler farkli ¢calismalarda da raporlanmlstlr.lgo’ 186, 187
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Sekil 4.2. DZ’ye ait UV spektrumu

4.2. DZ’nin HPLC ile Miktar Tayini

4.2.1. Kalibrasyon Dogrusu

DZ’nin kalibrasyon dogrusunu elde etmek iizere Bolim 3.2.2.1°de anlatildig1
sekilde calisilarak 8 farkli seri lizerinden elde edilen kalibrasyon dogrulart ve
denklemleri kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda bulunan ortalama degerler
tizerinden olusturulan kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.3’de gosterilmistir. Bu
yontem ile elde edilen DZ’ye ait HPLC kromatogramlar1 ise Sekil 4.4 ve Sekil 4.5°de

verilmistir.
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Sekil 4.4. Artan konsantrasyonlardaki DZ standart ¢ozeltileri i¢in elde edilen HPLC

kromatogramlari

Sekil 4.5. DZ’in 10 pg/mL derisimdeki ¢ozeltisine ait kromatogram
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4.2.2. Analitik Yontem Validasyonu

DZ’nin miktar tayininde kullanilacak analitik yontemin validasyonu dogrusallik,
dogruluk, kesinlik, 6zglinliik ve analiz siiresince stabilite parametrelerini saglamak
tizere Boliim 3.2.2.2°de anlatildig: sekilde gerceklestirilmistir.

4.2.2.1.Dogrusallik

DZ’nin metanol igerisindeki 50 pg/mL’lik stok ¢ozeltisinden hareketle 0.5-32
ug/mL  konsantrasyon araliginda yedi farkli konsantrasyonda standart c¢ozeltiler
hazirlanmistir (her bir konsantrasyondan 8’er adet olacak sekilde). Analiz sonucunda,
Konsantrasyon degerleri ilgili pik alanlarina karsi grafige gegirilmis, kalibrasyon
dogrular1 ve dogrusal regresyonla dogru denklemleri elde edilmistir. Tanimlayicilik
katsayisinin 0.9999 oldugu goriilmiistiir. Ayrica, her serinin kalibrasyon dogrusuna ait
egimler karsilastirilmis ve VK degeri <%]1 olarak tespit edilmistir. Sonu¢ olarak,
analitik yontemin s6z konusu konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu saptanmistir
(Sekil 4.3).

4.2.2.2. Dogruluk

Yontem validasyonunda dogruluk parametresi giin i¢i ve giinler arasi olarak
incelenmistir. 0.5, 4 ve 32 pg/mL derisimlerinde (her birinden 6’sar adet olacak sekilde)
hazirlanan standart DZ c¢ozeltilerinin analizi sonucu pik alanlar1 bulunmus ve
kalibrasyon dogrusunda yerine konarak ortalama, standart sapma, VK, % bagil hata ve
% geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Sonuglarin gercek degerlerine yakinlik
derecesinin degerlendirilmesinde %bagil hata ve % geri kazanim degerleri
kullanilmistir. Her konsantrasyon i¢in, % bagil hatanin %?2’den kii¢iik olmas1 ve %geri

kazanim degerinin %98-102 arasinda olmas1 énerilmektedir.'®

Giin i¢i ve gilinler aras1
dogruluk sonuglar1 Tablo 4.1°de verilmis ve analitik yontemin dogruluk parametresini

sagladig: tespit edilmistir.
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4.2.2.3. Kesinlik

Analitik  yontemin kesinlik parametresinin  degerlendirilmesinde  tekrar
edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik saptanmistir. Tekrar elde edilebilirligin
saptanmasi i¢in ii¢ farkli konsantrasyonda (0.5, 4 ve 32 pg/mL) 6’sar adet olacak
sekilde DZ’nin standart ¢ozeltileri hazirlanmis ve ayni giin i¢inde arka arkaya olgtimleri
gergeklestirilmistir. Glinler arasi i¢in tiim bu islemler birbirini izleyen 3 glin boyunca
tekrarlanmistir. VK degerleri hesaplanmustir. Tekrar edilebilirlik iginse ii¢ farkli
konsantrasyonda (0.5, 4 ve 32 pg/mL) standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayni ¢ozeltiler
arka arkaya alt1 kez analiz edilmis ve sonrasinda VK degerleri hesaplanmistir. Sonuglar,
Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de verilmistir. VK’nin %?2’den kiiciik olmas1 analitik yontemin

kesinlik parametresini sagladigini gdstermistir.

Tablo 4.1. Miktar tayini yontemi igin saptanan giin i¢i ve giinler arast dogruluk ve
kesinlik (tekrar elde edilebilirlik) degerleri

Hazirlanmis Tayin Edilen % % Geri VK
Cozelti Ortalama Bagil Kazamim (%)
Konsantrasyonlari Konsantrasyon Hata

(ng/mL) (ng/mL; X4SS; n=6)
Giin ici 0.5 0.509+0.008 1.813 101.813  1.517
4 4.040+0.030 1.003 101.003  0.741
32 32.056+0.097 0.175 100.175  0.302
Giinler 0.5 0.503+0.006 0.700 100.700  1.219
arasi 4 4.019+0.022 0.477 100.477  0.549
32 32.083+0.046 0.261 100.261  0.142

X: Ortalama; SS: Standart sapma; VK: Varyasyon katsayisi
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Tablo 4.2. Miktar tayini yontemi i¢in saptanan tekrar edilebilirlik sonuglari

Hazirlanmus Cozelti Tayin Edilen Ortalama Konsantrasyon VK

Konsantrasyonlari (ng/mL; X£SS; n=6) (%)
(ng/mL)

0.5 0.502+0.003 0.601

4 4.006+0.008 0.207

32 32.209+0.023 0.072

X: Ortalama; SS: Standart sapma; VK: Varyasyon katsayisi

4.2.2.4. Duyarhhk

Analitik yontemin duyarliliginin incelenmesi amaciyla, LOD ve LOQ degerleri
belirlenmistir. Sonug olarak, gelistirilen analitik yontem i¢in LOD degeri 3 ng/mL,
LOQ degeri ise 10 ng/mL olarak tespit edilmistir.

4.2.2.5. Ozgiinliik

Ozgiinliigiin degerlendirilmesi i¢in etkin madde disindaki diger tiim formiilasyon
bilesenlerini igceren B-NE, B-KE ve B-NEJ formiilasyonlar1 hazirlanmis ve etkin madde
analizinin yapildig1 kosullarda analiz edilerek etkin madde ile ayn1 kosullarda pik verip
vermedikleri incelenmistir. Sekil 4.6’da verilen kromatogramlar incelendiginde
gelistirilen analitik yontemin DZ’ye 6zgii oldugu goriilmektedir.

4.2.2.6. Stabilite

DZ’nin analiz siiresi boyunca stabil oldugunun gosterilmesi amaciyla ti¢ farkl
konsantrasyonda (0.5, 4 ve 32 pg/mL) 6’sar adet olacak sekilde DZ’nin standart
cozeltileri hazirlanmistir. Ornekler hazirlandiktan hemen sonra, hazirlandiktan 24 saat
sonra ve 48 saat sonra HPLC ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.3’te
verilmistir. Kabul edilebilir stabilite, yeni hazirlanmis standartlara goére standart veya
numune yanitinda %?2'lik bir degisimdir.163 Bu nedenle, DZ’nin analiz siiresince stabil

oldugu bulunmustur. DZ ¢o6zeltileri ¢alismamizda her giin taze olarak hazirlanmistir.

75



Te: I
e BIE
1 B

% B
- MeOH

Sekil 4.6. Metanol, B-NEJ, B-NE, B-KE ve DZ’ye ait kromatogramlar

B-NEJ: etkin madde igermeyen NE-bazl jel; B-NE: etkin madde icermeyen NE; B-KE: etkin madde
icermeyen klasik emiilsiyon, MeOH: metanol

Tablo 4.3. DZ i¢in elde edilen stabilite sonuglar1 (n=6)

Konsantrasyon Zaman (Saat) Tayin Edilen SS VK
(ng/mL) Ortalama (%)
Konsantrasyon
(ng/mL)
0 0.497 0.006 1.157
0.5 24 0.497 0.005 1.086
48 0.500 0.005 0.961
0 4.021 0.028 0.701
4 24 4.014 0.028 0.702
48 3.986 0.029 0.724
0 32.136 0.114 0.355
32 24 32.102 0.086 0.267
48 32.013 0.141 0.441

SS: Standart sapma; VK: Varyasyon katsayist

4.3. Formiilasyonlarin Karakterizasyon Calismalari

NE, NEJ ve KE formiilasyonlar1 basarili bir sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan
NE ve KE formiilasyonlarii¢in tip tayini gergeklestirilmistir. Emiilsiyonlarda tip tayin
yontemlerinden biri olan iletkenlik testinde bir elektrik kaynagina bagl bir ¢ift elektrot
emiilsiyona daldirilir ve akim gecerse emiilsiyonun dis fazi sudur seklinde yorum
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yapilir. Y/S emiilsiyonlarinda yiiksek iletkenlik s6z konusu iken S/Y emiilsiyonlarda
iletkenlik ¢ok diisiiktiir.'® **° S/Y nanoemiilsiyonlarinda, iletkenlik 10 uS/cm civarinda
iken Y/S nanoemiilsiyonlarinin iletkenligi dis fazin su olmasi ve su ig¢eriginin artmasina
bagli olarak 100 uS/cm'nin {izerine glkabilmektedir.lgo’ ¥ Bizim calismamizda,
noniyonik ve amfoterik siirfaktan karisimi  kullanildigi  i¢gin  NE ve KE
formiilasyonlarmin tip tayini bu yontemle gergeklestirilmis ve B-NE, DZ-NE, B-KE ve
DZ-KE formiilasyonlari i¢in elde edilen iletkenlik 6l¢iim sonuglari sirastyla 90.88+0.58,
90.72+0.50, 79.13£0.77 ve 78.98+0.88 uS/cm olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara
gore hazirladigimiz formiilasyonlar Y/S tipindedir ve literatiir sonuglari ile uyum
gés‘[ermektedir.190'194

4.3.1. Santrifiij Testi

Bolim 3.2.4.1’de anlatildign sekilde etkin madde igceren ve icermeyen
formiilasyonlar i¢in santrifiij testi gerceklestirilerek formiilasyonlar faz ayrimi olup
olmadigi yoniinden makroskobik olarak degerlendirilmistir. NE ve NEJ
formiilasyonlarinda ~ kremalagsma ve faz  ayrimma  rastlanmamistir.  KE
formiilasyonlarinda ise hafif bir kremalagma gézlemlenmistir.

4.3.2. Damlacik Biiyiikliigii, Biiyiikliik Dagilim1 ve Zeta Potansiyel Ol¢iimii

Boliim 3.2.4.2°de anlatildig1 gibi nanoemiilsiyon ve nanoemiilsiyon bazli jellerin
damlacik biyiikligii ve biyiiklik dagilimlart dinamik 151k sagilimi yontemi ile
Olciiliirken hazirlanmis 6 farkli 6rnek iizerinden 6 farkli 6l¢iim gerceklestirilerek
sonuglar ortalama ve standart sapma olarak Tablo 4.4’de verilmistir.
Nanoemiilsiyonlarin 6nemli bir kisminin damlacik biiytikligi dagilimi iki tepeciklidir.
Bundan dolay1, damlacik biiyiikliigii dagiliminda en yiiksek ylizde yogunlugunu
gosteren pik degerinin ortalamasi almir.*® Ayrica, formiilasyonlara ait zeta potansiyel

degerleri tespit edilmis ve Tablo 4.4’de verilmistir.
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Tablo 4.4. NE ve NEJ formiilasyonlarina ait damlacik biiyiikliigi, biiytikliik dagilimi ve
zeta potansiyel degerleri (n=6)

Formiilasyon Damlacik boyutu PDI Zeta Potansiyel
(X£SS; nm) (X£SS) (X£SS; mV)
B-NE 151.12+2.70 0.222 £ 0.004 -22.57+£0.78
DZ-NE 149.80 £ 3.52 0.222+0.013 -19.32 £ 1.06
B-NEJ 191.48 £5.26 0.297 + 0.008 18.67 £ 0.59
DZ-NEJ 200.25 £11.09 0.311 +0.007 19.35+£0.66

X: ortalama; SS: standart sapma

NE ve NEJ formiilasyonlarinin damlacik biiytikliigli dagilimlarina ait grafikler

asagida verilmistir (Sekil 4.7-Sekil 4.11).

15 ...............................................................................................................................
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Sekil 4.7. B-NE formiilasyonuna ait damlacik biiytikliigii dagilimi (n=6).
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Sekil 4.8. DZ-NE formiilasyonuna ait damlacik biiyiikligi dagilimi (n=6).
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Sekil 4.9. B-NEJ formiilasyonuna ait damlacik biiyiikliigii dagilimi (n=6).
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Sekil 4.10. DZ-NEJ formiilasyonuna ait damlacik biiyiikligii dagilimi (n=6)
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Sekil 4.11. NE ve NEJ formiilasyonlarina ait damlacik biiytikliiklerinin karsilastirilmasi
(n=6)
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KE formiilasyonlarinin damlacik biiytikliikleri

ise Lazer Isik Kirmimi

yontemiyle (Malvern Mastersizer cihazi; Malvern Ins. Ltd, Ingiltere) olgiiliirken zeta

potansiyel degerleri Malvern Nanosizer cihazi kullanilarak saptanmis ve sonuglar Tablo

4.5’te verilmistir.

Tablo 4.5. KE formiilasyonlarina ait damlacik biiyiikligi, biiyiiklik dagilimi ve zeta

potansiyel degerleri (n=6)

Zeta
Damlacik Boyutu (pm) Potansiyel
(X+£SS)
do.1) dos) do.9)

B-KE 0.663 + 1.796 + 6.666 + 2.830 £ 3.358+ -15.50 £
0.001 0.001 0.044 0.011 0.047 0.75

DZ-KE 0.736 + 2.781 + 10.567+ 4.420+ 3.536+ -14.67 £
0.001 0.019 0.025 0.017 0.016 0.43

4.3.3. pH Tayini

Bolim 3.2.4.3’te anlatildig1 sekilde hazirlanan formiilasyonlarin pH degerleri

Olgiilmiis ve sonuclar Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. Formiilasyonlara ait pH degerleri (n=3, X+SS)
Formiilasyon pH

B-NE 4.55+0.02

DZ-NE 4.56 +0.02

B-NEJ 5.54+0.02

DZ-NEJ 5.52+0.01

B-KE 4.54 +0.02

DZ-KE 4.53+0.01

X: Ortalama, SS: Standart sapma
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4.3.4. Reolojik Analiz
Bolim 3.2.4.4’de anlatildigi sekilde etkin madde iceren ve igermeyen
formiilasyonlarin viskozite Olgiimleri yapilmis ve sonuglar Tablo 4.7°de, akis

reogramlari ise Sekil 4.12-Sekil 4.14’°te gosterilmistir.

Tablo 4.7. Tiim formiilasyonlara ait viskozite sonuglar1 (25°C’de; n=3).

Formiilasyon Viskozite (cP)
B-NE* 4.46 £ 0.05
DZ-NE* 4.75 £ 0.06
B-NEJ** 159.52 £ 0.34
DZ-NEJ** 155.76 + 3.63
B-KE* 6.79 £0.03
DZ-KE* 6.87 £0.37

Kayma hizi: *: 1500 st **: 150 57
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Sekil 4.12. Nanoemiilsiyon formiilasyonlarina ait akis reogramlar1 (n=3, X£SS)
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Sekil 4.13. Nanoemiilsiyon bazli jel formiilasyonlarina ait akis reogrami (n=3, X+SS)
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Sekil 4.14. Klasik emiilsiyonlara ait akis reogrami (n=3, X+SS)
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Akis Ozelliklerinin tayini “power law” modeliyle tanimlanmis ve her bir
formiilasyon i¢in “n” degeri saptanmistir. Ayn1 zamanda, ¢izilen kayma gerilimine kars1
kayma hizi reogramlarindan elde edilen ve dogrusalligi tanimlayan r? degerleri de

bulunmustur. Hesaplanan n ve 1 degerleri Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8. Tiim formiilasyonlara ait n ve r* degerleri (25°C).

Formiilasyon n r
B-NE 0.9826 0.9999
DZ-NE 0.9872 1.000
B-NEJ 0.8513 0.9871
DZ-NEJ 0.8322 0.9882
B-KE 0.9125 0.9993
DZ-KE 0.9180 0.9994

4.3.5. DSC Analizi

DSC, giiniimiizde termal yontemler icinde en fazla kullanilan ve enerji
farklarimin kalorimetrik olarak oOlgiildiigi bir yontemdir. Bu yontemde, karsilagtirma
maddesine ve numuneye ayni sicaklik programi uygulanirken her iki maddenin de ayni
sicaklikta kalmasi i¢in disaridan gereken miktarda 1s1 ilavesi yapilir. Numunede olusan
ekzotermik veya endotermik reaksiyonlar kaydedilir.'® DZz’ye, formiilasyon
bilesenlerine ve formiilasyonlara ait DSC termogramlar1 Bolim 3.2.4.5’de anlatildigi
gibi elde edilerek Sekil 4.15-Sekil 4.19°da gosterilmistir. Termal analiz ile sicakligin
fonksiyonu olarak maddenin fiziksel 6zelliklerinin Olgiilmesi saglanir. Bu ¢alismada,
DSC analizi sonucunda, DZ’nin erime derecesi 338.25 °C olarak bulunmustur. DZ’nin
temin edildigi iiretici firmanm DZ i¢in verdigi erime noktast araligi 330-340°C’dir.%*
Ayn1 zamanda, DZ i¢in saptadifimiz erime derecesi literatiir sonuclar1 ile de

uyumludur, %3 1% 197
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Sekil 4.17. DZ ve NE formiilasyonlarina ait DSC termogrami
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Sekil 4.19. DZ ve KE formiilasyonlarina ait DSC termogrami

4.3.6. FT-IR Analizi

Cesitli baglarin titresim frekanslar1 Olciilerek yapidaki fonksiyonel gruplar
hakkinda bilgi edinebilmek ve etkin madde ile formiilasyon bilesenleri arasinda bir
etkilesim olup olmadigin1 saptamak amaciyla etkin madde, formiilasyon bilesenleri ve
tim formiilasyonlar i¢in FT-IR analizi gergeklestirilmis ve FT-IR spektrumlari Sekil

4.20-Sekil 4.33’te verilmistir.
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Sekil 4.22. Lipoid S100’¢e ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.25. B-NE formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.26. DZ-NE formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.27. B-NEJ formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu

DZ-NEJ

4000

T T T T T T T T v T
3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

L T T T i T 4 1

cm’

Sekil 4.28. DZ-NEJ formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.30. DZ-KE formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu
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Sekil 4.31. DZ ve NE formiilasyonlarina ait FT-IR spektrumlar1
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Sekil 4.32. DZ ve NE formiilasyonlarina ait FT-IR spektrumlari
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Sekil 4.33. DZ ve KE formiilasyonlarina ait FT-IR spektrumu

4.3.7. Morfolojik Analiz
B-NE, DZ-NE, B-NEJ ve DZ-NEJ formiilasyonlarina ait TEM goriintiileri Sekil

4.34-Sekil 4.37°de gosterilmistir.
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Sekil 4.34. B-NE formiilasyonuna ait TEM goriintiileri (x68000 biiyiitme)

Sekil 4.35. DZ-NE formiilasyonuna ait TEM goriintiileri [a) x49000 ve b) x68000
biiyilitme]

Sekil 4.36. B-NEJ formiilasyonuna ait TEM gortintiileri [a) x49000 ve b) x68000
biiyilitme)
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Sekil 4.37. DZ-NEJ formiilasyonuna ait TEM goriintiileri [a) x49000 ve b) x68000
biiylitme]

4.4. In Vitro Sahm Calismasi

In vitro salim ¢alismasinda oncelikle DZ’nin salim ortamindaki ¢oziiniirliigii ve
stabilitesi tayin edilmistir.

4.4.1. DZ’nin In Vitro Sahm Ortamindaki Céziiniirliik Tayini

In vitro salim ortaminda DZ’nin ¢dziiniirliik tayini Béliim 3.2.5.1°de anlatildig

sekilde gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 4.9°da verilmistir.

Tablo 4.9. DZ’nin in vitro salim ortamindaki (%5 SDS iceren PBS pH 7.4) ¢6ziiniirliik
degerleri (n=3)

Zaman (Saat) Coziiniirlik (ng/mL; X+£SS) VK (%)
1 179.922 +2.355 1.309
3 180.764 + 1.818 1.006
5 181.054 +1.252 0.692
8 182.185 +0.596 0.327
10 182.696 + 0.960 0.525
12 182.707 £ 0.545 0.298

X:Ortalama; SS: Standart sapma; VK: Varyasyon katsayis1

DZ i¢in 8., 10. ve 12. saatlerde % 5 SDS iceren PBS pH 7.4°de elde edilen

¢Oziiniirlik sonuglar karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
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bulunamamustir (p>0.05). In vitro salim c¢alismalarinda sink kosulun saglanmasi
onemlidir ve bu kosulun saglanabilmesi i¢in, etkin maddenin doygunluk
konsantrasyonunun salim ortamindaki konsantrasyonunun en az ii¢ kati olmas1 gerektigi
bilgisi USP 30°da yer almaktadir.® DZ’nin % 5 SDS iceren PBS pH 7.4’deki
doygunluk konsantrasyonu, salim ortamindaki teorik DZ konsantrasyonunun 2.7 kati
bulunmus ve sink kosul sinirina olduk¢a yakin oldugu saptanmustir.

4.4.2. In Vitro Salim Kosullarinda DZ’nin Stabilitesi

DZ’nin salim ortamindaki stabilitesinin degerlendirilmesi amaciyla Bdoliim
3.2.5.2’de anlatildig1 gibi, DZ’nin % 5 SDS igeren PBS pH 7.4 icerisinde 32 pg/mL’lik
¢Ozeltisi hazirlanmis ve belirlenen zaman araliklarinda HPLC ile analizleri

gerceklestirilmistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. In vitro salim kosullarinda DZ’nin stabilitesi (n=6, X£SS)

Hesaplanan Ortalama

<2l (Saal Konsantrasyon (upg/mL) VK (%)
0 32.002 +0.205 0.641
1 32.006 £0.216 0.675
2 31.997 +£0.219 0.685
3 31.984 +0.219 0.686
4 31.975+£0.218 0.683
5 31.973 £0.214 0.668
6 31.967 +£0.206 0.644
8 31.957+0.217 0.678
10 31.999 £ 0.099 0.310
12 32.098 £0.126 0.394

X:Ortalama; SS: Standart sapma; VK: Varyasyon katsayisi

4.4.3. In Vitro Salim Calismasi
Formiilasyonlar i¢in in vitro salim deneyleri Boliim 3.2.5.3’te anlatildig1 sekilde
gerceklestirilerek salim profilleri hazirlanmistir (Sekil 4.38). Salim/¢oziinme grafiklerini

karakterize etmek icin farkli modeller kullanilmaktadir. Zamanin fonksiyonu olarak
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formiilasyondan salimi gerceklesen etkin madde miktarini iligkilendiren bir fonksiyon
ile bu salim profilleri tanimlanir. Elde edilen degerlerin niceliksel yorumu, deney
verilerinin bazi1 Olgiitlerinin  matematiksel bir fonksiyona doniistiiriilmesi ile

kolaylatslr.199

Formiilasyonlardan elde edilen etkin madde salim verilerinin sifirinci
derece ve Higuchi kinetigine uyumu, tanimlayicilik katsayilar1  bulunarak

degerlendirilmis ve bulgular Tablo 4.11°de gosterilmistir.

40
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Sekil 4.38. DZ-NE (n=7), DZ-NEJ (n=8) ve DZ-KE (n=8) formiilasyonlarina ait salim
grafikleri (X+£SS)

Tablo 4.11. Formiilasyonlarin salim kinetiklerinin degerlendirilmesi (DZ-NE, n=7; DZ-
NEJ ve DZ-KE, n=8; X+£SS)

F il Salim Miktari Salim Hizx
ormiilasyon
y Sahm Kinetigi (12. Saat) *(ug/cm?/saat) R’
Kodu 2 2 112
(ng/cm?) **(ug/cm/saat™)
0. derece kinetigi 2.701+0.265 0.9949
NE 32.713£2.910
Higuchi kinetigi 11.403+1.105 0.9815
0. derece kinetigi 2.253+0.266 0.9975
KE 28.119+3.385
Higuchi kinetigi 9.421+1.218 0.9666
0. derece kinetigi 1.325+0.117 0.9940
NEJ 16.229+1.435
Higuchi kinetigi 5.547+0.090 0.9810

*0. derece kinetik igin salim hiz1 birimi; “"Higuchi kinegi i¢in salim hiz1 birimi
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Buna gore, tiim formiilasyonlarin sifirinct derece kinetige dolayisiyla etkin
madde saliminin kontrollii salima daha ¢cok uydugu goriilmektedir.

4.5. Stabilite Calismalari

Etkin madde iceren ve igermeyen formiilasyonlarin stabiliteleri Boliim 3.2.6’da
anlatildig1 gibi makroskobik o6zellikleri, formiilasyonlardaki etkin madde stabilitesi,
partikiil biiyiikliliikleri, biiyiiklik dagilimlar, zeta potansiyel degerleri, pH’lar1 ve
viskoziteleri agisindan degerlendirilmistir.

4.5.1. Makroskobik inceleme

Hazirlanan NE ve NEJ formiilasyonlarinin 90 giin boyunca fiziksel goriintiileri
takip edilmis ve tiim Orneklerin siit rengi goriiniiniimlerini korudugu ve bu siirenin
sonunda formiilasyonlarda herhangi bir renk degisimi ve faz ayrimi olmadigi
saptanmistir.

Klasik emiilsiyonlarin stabilitesi takip edildiginde ise 15. giinde faz ayriminin
meydana geldigi goriilmiis ve KE formiilasyonlar: i¢in stabilite ¢alismasi bu noktada
durdurulmustur.

NE, NEJ [taze hazirlanmis (0. giin) ve stabilite ¢alismasinin 90. giiniindeki (4 ve
25 °C) orneklerin] ve KE [taze hazirlanmig ve stabilite ¢alismasinin 7. giiniindeki (4 ve
25 °C) orneklerin] formiilasyonlarina ait dijital fotograflar Sekil 4.39 ve Sekil 4.40°da

verilmistir.
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B-NE

DZ-NE

B-NEJ

DZ-NEJ

0. giin 90. giin (4°C) 90. giin (25°C)

Sekil 4.39. NE ve NEJ formiilasyonlarina ait dijital fotograflar
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0. giin 7. giin (4°C) 7. giin (25°C)

B-KE

DzZ-KE

xe —

e

Sekil 4.40. KE formiilasyonlarina ait dijital fotograflar

4.5.2. Damlacik Biiyiikliigii ve Biiyiikliik Dagilimi
Hazirlanan formiilasyonlarm 4 °C ve 25 °C’de 90 giin boyunca siirdiiriilen
stabilite caligmalar1 sirasinda damlacik biiytikliigi ve biiyiiklik dagilimi saptanmis ve

elde edilen sonuglar Tablo 4.12-Tablo 4.14’te verilmistir.
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Tablo 4.12. NE formiilasyonlarina ait 90 giinliik damlacik biiyiikliigii ve biiytikliik dagilimi sonuglar1 (n=6; X£SS)

Zaman B-NE DZ-NE
(Giin) 4°C 25 °C 4°C 25 °C
DB? DBP PDI DB? DBP PDI DB? DBP PDI DB? DBP PDI
(nm) (nm) (X£SS)  (nm) (nm) (X£SS) (nm) (nm) (X£SS) (nm) (nm) (X£SS)
(X£SS)  (X£SS) (X£SS)  (X=SS) (X£SS)  (Xz£SS) (X£SS)  (X£SS)
0 116.28 151.12+ 0220+ 11628+ 151.12+ 0220+ 11698+ 14980+ 0220+ 11698+ 149.80+ 0220+
+1.08 2.70 0.004 1.08 2.70 0.004 1.78 3.52 0.013 1.78 3.52 0.013
3 116.20 15075+ 0232+ 11140+ 15057+ 0260+ 11597+ 15068+ 0230+ 11038+ 14940+ 0259+
+0.75 3.29 0.006 1.20 2.81 0.005 0.42 3.77 0.008 1.03 3.91 0.008
7 115.05 150.72+ 0239+ 10770+ 147.12+ 0269+ 11470+ 15022+ 0236+ 109.17+ 14857+ 0269+
+0.46 3.56 0.009 0.76 2.02 0.004 1.13 1.47 0.008 1.20 3.78 0.007
15 115.37 14883+ 0230+ 10845+ 14928+ 0280+ 11438+ 150.58 0243+ 10745+ 14798+ 0278+
+0.59 4.48 0.011 0.40 4.15 0.007 0.85 £2.72 0.009 0.93 1.42 0.007
30 116.63 15132+ 0251+ 10141+ 14830+ 0312+ 11487+ 15047+ 0246+ 10089+ 14737+ 0310+
+2.68 4.28 0.004 2.18 6.13 0.005 1.75 3.34 0.004 1.18 3.60 0.006
60 11198 15172+ 0267+ 9785+ 15140+ 0358+ 11098+ 15093+ 0272+ 87.18+ 14293+ 0462+
+0.75 2.11 0.007 2.40 5.19 0.034 1.00 2.71 0.005 1.07 2.67 0.017
90 11150 150.03+ 0266+ 8728+ 31668+ 0354+ 11058+ 14858+ 0267+ 11775+ 179.57+ 0248+
+£0.95 3.53 0.005 0.39 28.07 0.007 1.07 4.38 0.007 3.09 40.13 0.036

DB® Damlacik Biiyiikliigii (Z-average); DB": Damlacik Bityiikliigii (intensity peak mean); PDI:
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Tablo 4.13. NEJ formiilasyonlarina ait 90 giinliikk damlacik biiytikliigii ve damlacik biiytikligi dagilimi sonuglart (n=6; X+SS)

Zaman B-NEJ DZ-NEJ
(Giin) 4°C 25 °C 4°C 25 °C
DB? DBP PDI DB? DBP PDI DB? DBP PDI DB? DBP PDI
(nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm) (nm)
0 137.42 19148+ 0297+ 13742+ 19148+ 0297+ 13938+ 20025+ 0311+ 13838+ 20025+ 0311+
+4.42 5.26 0.008 4.42 5.26 0.008 3.48 11.09 0.007 3.48 11.09 0.007
3 12555 21242+ 0323+ 14822+ 31227+ 0393+ 15267+ 31215+ 0370+ 14927+ 317.10+ 0397+
+1.97 28.64 0.035 1.00 21.45 0.006 14.50 60.58 0.054 0.86 35.44 0.016
7 157.80 36477+ 0501+ 15777+ 289.63+ 0486+ 160.78+ 34943+ 0514+ 16227+ 347.60+ 0492+
+£236  34.94 0.008 6.18 24.73 0.017 2.32 41.75 0.011 1.73 32.90 0.009
15 13552 220.12+ 0434+ 15253+ 26600+ 0447+ 14137+ 218.10+ 0410+ 15505+ 30122+ 0449+
+291 12.66 0.046 1.27 18.87 0.006 3.13 10.06 0.041 1.94 35.50 0.006
30 124.03 19147+ 0369+ 133.88+ 297.17+ 0429+ 12423+ 213.07+ 0409+ 13438+ 238.62+ 0452+
+2.47 11.86 0.049 3.17 32.74 0.014 2.62 26.48 0.035 0.95 30.27 0.014
60 153.87 26452+ 0418+ 14323+ 31675+ 0456+ 15558+ 30143+ 0461+ 14675+ 32573+ 0470+
+£1.54 3035 0.054 0.99 12.63 0.006 1.32 40.05 0.004 1.64 58.56 0.008
90 126.00 27468+ 0440+ 12497+ 21153+ 0415+ 12757+ 29158+ 0446+ 12798+ 21624+ 0421+
+1.14  38.28 0.006 1.82 21.55 0.010 0.67 58.31 0.007 1.23 20.84 0.010

DB® Damlacik Biiyiikliigii (Z-average); DB: Damlacik Bityiikliigii (intensity peak mean); PDI:
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Tablo 4.14. KE formiilasyonuna ait 7 giinliik damlacik biiyiikliigii ve biiyiikliik dagilimi sonuglari (n= 6; X+SS)

Formiilasyon Sicaklik (°C)  Zaman (Giin) DB
D10 D50 D90 D[4,3] (um) Span
(nm) (pum) (pum)

B-KE 4 0 1.017+0.003 2.521+0.03 6.060+0.058 3.165+0.017 2.000+0.021
3 0.838+0.009 2.776+0.018 5.77440.024 3.093+0.007 1.780+0.023
7 0.833+0.014 2.833+0.046 5.986+0.093 3.177+0.049 1.820+0.023
25 0 1.017+0.003 2.521+0.03 6.060+0.058 3.165+0.017 2.000+0.021
3 0.673+0.005 2.825+0.022 8.694+0.117 3.883+0.023 2.840+0.065
7 0.639+0.006 3.059+0.030 9.954+0.179 4.3224+0.038 3.061+£0.088
DZ-KE 4 0 0.910+0.000 2.669+0.021 9.754+0.089 4.159+0.038 3.314+0.012
3 0.924+0.001 2.838+0.022  10.331£0.109  4.415+0.042 3.315+0.013
7 0.945+0.001 2.962+0.031 10.588+0.111 4.553+0.044 3.255+0.009
25 0 0.910+0.000 2.669+0.021 9.754+0.089 4.159+0.038 3.314+0.012
3 0.992+0.001 3.113+0.018  10.913+0.111 4.744+0.042 3.187+0.018
7 1.087+0.017 3.515£0.068  10.885+0.142  4.553+0.044 3.255+0.009

DB: Damlacik Bityiikliigii; X:Ortalama; SS: Standart Sapma
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4.5.3. Zeta Potansiyel

Hazirlanan NE ve NEJ formiilasyonlarinin zeta potansiyel dl¢iimleri 90 giin, KE
formiilasyonlariin ise faz ayrimindan dolay1 zeta potansiyel 6l¢iimleri 7 giin boyunca
belirlenen zaman araliklarinda gergeklestirilmistir (Tablo 4.15).

4.5.4. pH Tayini

Hazirlanan NE ve NEJ formiilasyonlarinin pH 0lgiimleri 90 giin, KE
formiilasyonlarin ise faz ayrimindan dolay1 pH olgiimleri 7 giin boyunca belirlenen
zaman araliklarinda gergeklestirilmistir (Tablo 4.16).

4.5.5. Reolojik Analiz

Hazirlanan NE ve NEJ formiilasyonlarinin viskozite ol¢iimleri 90 giin, KE
formiilasyonlarinin ise faz ayrimindan dolay1 viskozite Olgiimleri 7 giin boyunca

belirlenen zaman araliklarinda gergeklestirilmistir (Tablo 4.17).
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Tablo 4.15. Stabilite ¢alismasi siiresince tiim formiilasyonlar igin tespit edilen zeta potansiyel degerleri (n=6; X+SS)

Zeta Potansiyel (mV)

Zaman
(Giln) B-NE DZ-NE B-NEJ DZ-NEJ B-KE
4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C
0 -22.57+0.78 -19.32 £ 1.06 18.67 £ 0.59 19.35 £ 0.66 -16.47 £ 0.54 -15.75+0.47
3 2033+ -1993+ -20.03+ -19.67+ 1992+ 19.77+ 2042+ 2032+ -1635+ -16.13x -1563+ -1448+
0.52 0.63 1.09 0.58 0.66 0.55 0.64 0.50 0.82 0.42 0.69 0.23
7 -20.17+ -1997+ -19.77+ -2133+ 4052+ 3850+ 41.13+ 3828+ -1497+ -1442+ -1532+ -13.78
0.76 0.56 0.80 0.62 1.58 1.20 1.44 2.82 0.39 0.34 0.37 +0.46
15 -18.75+ -2198+ -20.10x -1898+ 3683+ 3593+ 36.73+ 3592+ - - - -
0.48 0.48 1.04 0.62 0.83 0.43 0.77 1.09
30 -23.00+ -19.22+ -2280+ -2347+ 3272+ 37.00+ 3362+ 3698+ - - - -
1.17 0.43 0.52 0.86 1.71 0.99 1.20 0.44

60 -21.83+ -2032+ -24.18+ -21.33+ 3960+ 37.62+ 40.15+ 3747+ - -

0.85 0.85 0.72 0.87 1.29 0.93 1.54 0.77
90 2130+ 2137+ -20.72+ -20.58+ 33.87+ 3430+ 3428+ 3385+ - - - -
0.78 0.79 0.90 1.10 0.96 1.02 0.54 3.99
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Tablo 4.16. Stabilite ¢alismasi siiresince tiim formiilasyonlar igin tespit edilen pH degerleri (n=3; X £SS)

pH
Zaman B-NE DZ-NE B-NEJ DZ-NEJ B-KE
(Giin)
4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C
0 4.55+0.02 4.56 +£0.01 5.54 £0.02 5.52 £0.01 4.54 +0.02 4.54 £0.03
3 456 £+ 454+ 455+ 455+ 552+ 552+ 554+ 553+ 4.53 + 4.54 + 4.55 + 4.54 +
0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02 0.02 0.01 0.02 0.01 0.02
7 4.54 + 455+ 455+ 456+ 553+ 552+ 555+ 553+ 4.55 + 4.55 + 4.53 + 4.52 +
0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02 0.01 0.01
15 454 £+ 456 £+ 454+ 455+ 555+ 554+ 556+ 555+ - - - -
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01
30 453 £ 452+ 454+ 452+ 554+ 553+ 5554+ 555+ - - - -
0.01 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 0.02 0.01
60 452 + 452+ 451+ 452+ 555+ 556+ 555+ 555+ - - - -
0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.01 0.02
90 450 £ 451 £ 451+ 450+ 556 + 555+ 556 £+ 555+ - - - -
0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02 0.01 0.01
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Tablo 4.17. Stabilite ¢aligmasi siiresince tiim formiilasyonlar igin tespit edilen viskozite degerleri (n=3; X +SS)

Viskozite (cP)
Zar'r.1an B-NE* DZ-NE* B-NEJ** DZ-NEJ** B-KE* DZ-KE*
(Gl 4 2@ 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C
0 4.46 +0.05 4.75 £ 0.06 169.61 +0.38 166.11 +£5.13 6.47 +£0.07 6.52 +£0.03
3 4.65 + 4.64 + 4.87 + 479+ 170.11+ 17040+ 17266+ 17331+ 7.19+ 7.90 + 7.21 + 798 +
0.04 0.04 0.03 0.10 243 3.46 2.10 1.00 0.08 0.05 0.03 0.07

7 4.68 £ 475 £ 487+ 486+ 17026+ 17469+ 17353+ 16888+ 7.34+ 9.03 £ 741 + 9.13 £
0.01 0.16 0.09 0.05 3.60 2.63 2.31 LY 0.04 0.06 0.09 0.02

15 457+ 4.54 + 472 £ 474+ 17193+ 16343+ 17346+ 166.84+ - - - -
0.08 0.07 0.09 0.02 2.97 281 5.17 0.50

30 443 + 4.46 = 4.54 + 443+ 170.04+ 160.16+ 172.88+ 16539+ - - - -
0.10 0.05 0.09 0.03 2.43 Slls 6.00 2=

60 420+ 4.68 £ 436+ 446+ 16931+ 158.78+ 16946+ 162.19+ - - - -
0.03 0.08 0.04 0.06 1.53 2:33 363 2.08

90 433+ 5.09 £ 4.57 555+ 16859+ 15950+ 170.84+ 163.21+ - - - -
0.05 0.04 0.05 0.05 3.50 2.96 4.17 2.80

* 1500 sn* kayma hizinda; **112.5 sn™’ kayma hizinda elde edilen 6l¢iim sonuglari



4.5.6. Etkin Madde Stabilitesi

Etkin madde iceren NE ve NEJ formiilasyonlarindaki DZ miktar1 90 giin
boyunca belirli araliklarla tespit edilerek formiilasyonda kalan DZ yiizdesi
hesaplanmistir  (Tablo 4.18). KE formiilasyonlarinda ise faz ayrimi meydana
geldiginden bu islemler 7 giin boyunca gerceklestirilmistir.

Tablo 4.18. Farkli sicaklik ve zaman araliklarinda tiim formiilasyonlar i¢in tespit edilen
etkin madde yiizdeleri ( n=6; X + SS)

Formiilasyonlardaki Etkin Madde Miktar1 (%0)

Zaman DZ-NE DZ-NEJ DZ-KE
(Giin)
4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C
0 100 100 100
3 99.933 + 98.267 + 99.567 + 98311+ 99.793+ 98.781 +
0.663 1.003 0.213 0.411 0.445 0.570
7 97.840 + 94.852 + 98.621 + 95219+ 97.018+ 94.224 +
0.478 0.684 0.252 0.342 0.671 0.070
15 96.825 + 90.207 + 98.011 + 92.693 + - -
1.135 0.495 0.355 0.677
30 89.311 + 83.017 £ 90.085 + 85.529 + - -
0.850 1.093 0.641 0.650
60 67.438 £ 63.153 73.616 + 67.846 - -
0.305 0.377 0.443 0.350
90 64.189 + 59.733 £ 65.902 + 61.357 - -
1.045 0.515 0.434 0.535

4.6. Hiicre Kiiltiirii Cahismalar:

4.6.1.Melanoma Hiicre Hattinda Sitotoksisite Calismasi

Etkin madde igeren ve igermeyen tiim formiilasyonlarin ve saf etkin maddenin
sitotoksik etkisi SK-MEL 30/An1 (Human Melanoma) hiicre dizisi kullanilarak ve MTT

testi gerceklestirilerek saptanmistir. Formiilasyonlara ve etkin maddeye 24 ve 48 saat
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maruziyet sonrasi tespit edilen % hiicre canlilig1 sonuclar1 sirasiyla Sekil 4.41 ve Sekil

4.42°de gosterilmistir.

120 E90 UM
180 uM
100 270 uM

o]
o

% Hiicre Canlihigi
(<))
o

iy
o

20

K1 K2 B-NE B-NEJ B-KE DZ-NE DZ-NEJ DZ-KE

Sekil 4.41. Saf DZ ve formiilasyonlarin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi melanoma

hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri

K1: Kiiltiir ortamu ilave edilen hiicreler; K2: %2 DMSO igeren hiicre kiiltiir ortamu ilave edilen hiicreler;
Saf DZ: saf etkin maddenin %2 DMSO igeren hiicre kiiltlir ortamindaki ¢6zeltisi; B-NE: Etkin madde
igermeyen nanoemiilsiyon; B-NEJ: Etkin madde igermeyen nanoemiilsiyon bazl jel; B-KE: Etkin madde
icermeyen klasik emiilsiyon; DZ-NE: Daidzein igeren nanoemiilsiyon; DZ-NEJ: Daidzein igeren
nanoemiilsiyon bazli jel; DZ-KE: Daidzein igeren klasik emiilsiyon. Formiilasyonlar i¢in hiicre kiiltiir
ortami ile gerekli seyreltmeler yapilmistir.
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Sekil 4.42. Saf DZ ve formiilasyonlarin 48 saatlik inkiibasyon sonrasi melanoma
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri

K1: Kiiltiir ortamu ilave edilen hiicreler; K2: %2 DMSO igeren hiicre kiiltiir ortamui ilave edilen hiicreler;
Saf DZ: saf etkin maddenin %2 DMSO igeren hiicre kiiltiir ortamindaki ¢ozeltisi; B-NE: Etkin madde
icermeyen nanoemiilsiyon; B-NEJ: Etkin madde igermeyen nanoemiilsiyon bazl jel; B-KE: Etkin madde
icermeyen klasik emiilsiyon; DZ-NE: Daidzein igeren nanoemiilsiyon; DZ-NEJ: Daidzein igeren
nanoemiilsiyon bazli jel; DZ-KE: Daidzein igeren klasik emiilsiyon. Formiilasyonlar i¢in hiicre kiiltiir
ortamu ile gerekli seyreltmeler yapilmustir.

4.6.2. Fibroblast Hiicre Hattinda Sitotoksisite Calismasi

Etkin madde igeren ve igcermeyen tiim formiilasyonlarin ve saf DZ’nin sitotoksik
etkisi normal fibroblast (PCS-201-012) hiicre dizisi kullanilarak ve MTT testi
gerceklestirilerek saptanmistir. Formiilasyonlara ve DZ’ye 24 ve 48 saat maruziyet
sonrasi tespit edilen % hiicre canliligi sonuclar1 sirasiyla Sekil 4.43 ve Sekil 4.44°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.43. Saf DZ ve formiilasyonlarin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi fibroblast

hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri

K1: Kiiltiir ortamu ilave edilen hiicreler; K2: %2 DMSO igeren hiicre kiiltiir ortamu ilave edilen hiicreler;
Saf DZ: saf etkin maddenin %2 DMSO igeren hiicre kiiltiir ortamindaki ¢6zeltisi; B-NE: Etkin madde
icermeyen nanoemiilsiyon; B-NEJ: Etkin madde icermeyen nanoemiilsiyon bazl jel; B-KE: Etkin madde
icermeyen klasik emiilsiyon; DZ-NE: Daidzein igeren nanoemiilsiyon; DZ-NEJ: Daidzein igeren
nanoemiilsiyon bazli jel; DZ-KE: Daidzein iceren klasik emiilsiyon. Formiilasyonlar i¢in hiicre kiiltiir
ortami ile gerekli seyreltmeler yapilmistir.
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Sekil 4.44. Saf DZ ve formiilasyonlarin 48 saatlik inkiibasyon sonrasi fibroblast

hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri

K1: Kiiltiir ortamu ilave edilen hiicreler; K2: %2 DMSO igeren hiicre kiiltiir ortamu ilave edilen hiicreler;
Saf DZ: saf etkin maddenin %2 DMSO igeren hiicre kiiltlir ortamindaki ¢ozeltisi; B-NE: Etkin madde
icermeyen nanoemiilsiyon; B-NEJ: Etkin madde icermeyen nanoemiilsiyon bazli jel; B-KE: Etkin madde
icermeyen klasik emiilsiyon; DZ-NE: Daidzein iceren nanoemiilsiyon; DZ-NEJ: Daidzein igeren
nanoemiilsiyon bazli jel; DZ-KE: Daidzein igeren klasik emiilsiyon. Formiilasyonlar i¢in hiicre kiiltiir
ortami ile gerekli seyreltmeler yapilmistir.
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5. TARTISMA

Son yillarda hizla gelisen nanoteknoloji eczacilik alanin1 da etkilemis ve nano-
tasiyici sistemlerin ortaya ¢ikmasina olanak saglamistir. Bu sistemlerle etkin maddenin
¢Oziinlirliigliniin, biyoyararlaniminin ve stabilitesinin artirilmasi, daha az doz ile daha
etkin bir tedavi saglanmasi, yan etkilerin ve dozlama sikliginin azaltilmasi ve bdylece
hasta uyuncunun artirilmasi miimkiin olmustur. Nano-boyutta yeni tasiyici sistemlerin
hazirlanmasi, hem farmasotik hem de kozmetik arastirmalarin ilgi odagi haline
gelmistir.200

Nanoemiilsiyonlarin, hidrofobik maddelerin biliylik miktarlarint  ¢6zme
kapasiteleri, hidrolize ve enzimatik bozunmaya karsi etkin maddeleri koruma
yetenekleri ve farkli yollarla (topikal, parenteral, oral vb.) kullanima uygun olmalari
onlar1 ideal ila¢ tasiyict sistemlerden birisi haline getirmistir. Metastabil sistemler
olmalar1 klasik emiilsiyonlara gore oOnemli istiinliiklerinden birisidir. Cok kiiciik
damlacik boyutu (nano boyut) baska bir deyisle ¢ok genis yiizeylerarasi alana sahip
olmalar1 nanoemiilsiyonlara farkli optik 6zellikler ve olagandisi elastik davranig gibi
bazi ¢ok ilging fiziksel 6zellikler kazandirmaktadir. Aynit zamanda, nanoemiilsiyonlar
etkin maddelerin emilimini artirarak biyoyrarlanimlarini iyilestirmektedir. Ayrica,
yapilan c¢aligmalar, etkin maddelerin dermal ve transdermal olarak tasinmasinda
nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin oldukga faydali oldugunu géstermistir.zm’ 202

Nano-boyutlu sistemler genis bir arayiizey alana sahiptir ve bu durum etkin
maddelerin tasinma/permeabilite Ozelliklerini iyilestirmektedir. Bu sistemler, derinin
spesifik tabakalarina etkin maddelerin kontrollii bir sekilde tasinmasi igin de
kullanilmaktadir.?® Nanoemiilsiyonlarin hazirlanmasi, diisiik ¢oziiniirlige sahip etkin

maddelerin deriden penetrasyonunun ve etki bolgesinde kalma siiresinin artirilmasi ve

nihayetinde yan etkilerin azaltilmas1 agisindan umut verici bir yaklaslmdlr.zo4 Yapilan
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bir caligmada, 5-aminoleviilinik asit (5-ALA) igeren nanoemiilsiyon formiilasyonu,
aktinik keratozun fotodinamik tedavisi i¢in hazirlanmis ve 5-ALA’nin deriden
penetrasyonu artmis, daha iyi bir tedavi etkinligi elde edilmis ve lezyon alanida
kiiciilmiistiir.?® Silva ve ark.'™* tarafindan genistein iceren topikal nanoemiilsiyon
formiilasyonlar1 (damlacik boyutu 230-280 nm olan) lesitin, orta zincir uzunlugunda
trigliseritler veya oktildodekanol kullanilarak kendiliginden emiilsifikasyon yontemi ile
hazirlanmistir. Genistein yag fazina ilave edilmis ve genisteinin yaklasik %100
formiilasyonda (1 mg/mL) yer aldig1 bildirilmistir. Franz diflizyon hiicreleri ve domuz
kulak derisi kullanilarak gerceklestirilen permeasyon c¢alismasinda, genisteinin
nanoemiilsiyondan yavas bir pemeasyon profili gosterdigi saptanmastir.

Kendiliginden emiilsifikasyon yontemi ile genistein i¢eren nanoemiilsiyonlarin
(damlacik biiyiikligli <250 nm, negatif zeta potansiyele sahip) hazirlandigr bir
calismada ise nanoemiilsiyon viskozitesinin topikal uygulamaya uygun hale getirilmesi
icin akrilik asit hidrojelleri gelistirilmistir. Hidrojellerin psddoplastik akis davranisi
sergiledigi saptanmis ve domuz kulak derisi kullanilarak, Franz diflizyon hiicrelerinde
gerceklestirilen permeasyon calismalarinda ise deriden yavas bir permeasyon profili
elde edilmistir. Genistein-yiiklii nanoemiilsiyon iceren hidrojellerin, isoflavonlarin cilde
uygulanmasinda umut verici bir yaklagim oldugu Vulrgulanmlstlr.119 Nanoemiilsiyonlar
bircok ustiinliigiine ragmen topikal uygulamada, diisiik viskozite ile iliskili yayilma
problemleri ve cilt lizerinde kisa kalis siiresi gibi sakincalarla karsi1 karsiyadir. Bu tiir
sakincalar, topikal uygulama i¢in nanoemiilsiyonlarin  kullanimim1  kisitlar.
Nanoemiilsiyonu bir jellestirme sistemine dahil etmek, bu sorunun iistesinden gelmek
icin bir strateji olarak gelistirilmistir. Jeller, kolloidal kati partikiil aginda yiiksek
miktarlarda sulu veya hidroalkolik yapilar kullanilarak firetilir. Boyle bir ag, daha

yiiksek sulu yapmin varlig1 nedeniyle krem veya merhemlere kiyasla etkin maddelerin
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daha yiiksek oranda ¢ozlinmesine ve kolay bir sekilde saliminin ger¢eklesmesine olanak
saglar. Hidrojellere hidrofobik molekiillerin yiiklenmesinde sinirlamalar s6zkonusudur.
Nanoemiilyon bazli jeller (“nanoemulgel”) nanoemdiilsiyon ve jel yapilarinin biraraya
getirlmesi ile hazirlanir ve bdylece, hem nanoemiilsiyonlarin hem de hidrojellerin

sakincalarinin  asilmasi  ac¢isindan onemlidir.>®

Nanoemiilsiyon-bazli  jeller
nanoemiilsiyon ve bir jellestirme sistemi olmak tizere iki ayr1 yapidan olusur;
Nanoemiilsiyonlar, etkin madde tasiyicisi olarak goérev yapar. Jeller sivi emilimini
takiben sisen polimerlerden olusur. Genel olarak, nanoemiilsiyon bazli bir jel
formiilasyonunun ana bilesenlerini sulu faz (6rn: saf su, alkol), yag fazi (6rn: bitkisel
yaglar, yag asitleri, yag alkolleri), emiilgator (6rn: Tween 80, Span 80), Jel olusturucu
ajanlar (karbapol 934, karbapol 940, hidroksipropil metil seliiloz (HPMC), HPMC-
2910), koruyucular (benzoik asit, benzalkonyum kloriir vb.), antioksidanlar (biitil
hidroksi anisol, biitil hidroksi toluen vb.), humektanlar (gliserin, propilen glikol)
olusturur. Yag fazinda etkin maddeyi igeren nanoemdiilsiyonun jel yapisina ilavesi
hidrofobik molekiillerin bir hidrojele dahil edilmesini miimkiin kilmaktadir. Diger
yandan, jellestirme sistemi, nanoemiilsiyonun topikal olarak uygulanabilir hale gelmesi
i¢cin viskozitesini arttirir. Karbomer 980, karbomer 940, karbomer 934, ksantan zamki
ve karragenan gibi ¢esitli biyouyumlu jel olusturucu ajanlar kullanilmaktadir.?®® Topikal
nanoemiilsiyon bazli jeller, yagli his birakmamalari, irritasyona neden olmamalar1 ve
daha iyi etkin madde salim Ozelliklerinden dolayr hasta uyuncunun iyilestirilmesi
potansiyeline sahiptirler. Ayrica, jel formiilasyonlarindan etkin madde salimi merhem
ve kremlere gore daha hizli gergeklesir.””° Nanoemiilsiyon bazli jellere karsi artan ilgi,
206, 207

hidrojel matrisinin kivamindan ve homojen davranisindan kaynaklanmaktadir.

Bazi sakincalarina ragmen, nanoemiilsiyon bazli jel formiilasyonu, gelecekte lipofilik
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etkin maddelerin topikal olarak uygulanmasina yonelik umut vadeden potansiyel bir
aday olarak diisiiniilebilir.’®®

Cilt kanseri insidanst (melanoma ve melanoma olmayan) son yillarda
artmaktadir. Derinin renk yapan hiicrelerinin kanseri olan melanoma daha az siklikta
goriilmekle birlikte yiiksek mortaliteye sahip olmasindan dolay1 erken tan1 ve tedaviye
hizli erisim Onemlidir. UV i1sinlarina maruziyet melanoma riskini artirmaktadir.
Melanoma, nispeten yiiksek metastaz egilimi gosteren agresif kanserlerden biri olarak
bilinir.2%® Ozellikle, ozonun koruyucu etkisinin azalmasi, daha fazla UV 1simmn diinya
yiizeyine ulagmasini saglamaktadir. Ozon seviyesinde % 10'luk bir disiisiin ilave
300000 melanoma olmayan ve 4500 melanoma cilt kanseri vakasi ile sonuglanacagi
tahmin edilmektedir.*®

Cilt kanserinin veya ciltle ilgili diger patolojik durumlarin tedavisine yonelik
veya bu durumlara karsi korunma saglamak amaciyla farkli 6zelliklere sahip etkin
maddeleri/dogal bilesikleri igerecek sekilde nanoemiilsiyon veya nanoemiilsiyon bazl
jel formiilasyonlarimin  gelistirilmesi i¢in son yillarda yogun bir sekilde
gahsllmaktadlr.%’ 67, 210-214

Pham ve ark.?® cilt kanserine karsi tokotrienol bazli nanoemiilsiyon
formiilasyonu gelistirmigler ve insan kutan6z karsinomasinin iki farkli hiicre modelinde,
hazirlanan bu nanoemdiilsiyonlarin belirgin sekilde daha giiclii sitotoksik etki
gosterdigini saptamislardir.

Zararli UVB 1sinlarima kronik maruziyetten kaynaklanan kutandz patolojilere
karst etkin korunmanin saglanmasi 6nemli bir gerekliliktir. Kemoterapotik/koruyucu
dogal bilesiklerin (izoflavonlar) etkinligini iyilestirmek i¢in cilde uygulanmak iizere

211
k.

Brownlow ve ar tarafindan nanoemiilsiyon formiilasyonu hazirlanmistir. Cildin

UVB isinlarindan korunmasi amaciyla hazirlanan ortalama damlacik boyutu <150 nm,
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zeta potansiyeli -30 mV civarinda olan vitamin E ile zenginlestirilmis genistein igeren
nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin (sivi ve krem sekillerinde) yavas salim gosterdigi,
Fibroblast 1929 hiicreleri ile yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda UVB 1smlarina
maruziyeti takiben nanoemiilsiyon formiilasyonunun genistein-propilen glikol
karisgimina gore hiicre canliliginda anlamli bir sekilde diizelme sagladigt ve UVB
1sinlarina kars1 genisteinin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (6.5 pg/mL kadar diisiik) bile
koruyucu 6zellik gosterdigi saptammlstlr.211

Izoflavonlar sadece potansiyel kimyasal koruyucular degil, ayn1 zamanda énemli
terapotik dogal ajanlar haline gelmislerdir. A375 melanoma hiicrelerinde soya fasulyesi
ekstresinin (daidzein, genistein, aminoasit/peptid igerigi yiiksek) antiproliferatif ve
proapoptotik ozellikleri degerlendirilmis, ekstrenin (1.5-1.9 mg/mL; 24 saat) doz
bagimli olarak kanser hiicre biliylimesini inhibe ettigi ve hiicre canliligini azalttig
gosterilmistir. Hiicrelere ekstre uygulanmasi, poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)
yikilmimin indiiksiyonu, kaspaz-3, -7 ve -8'in aktivasyonu, tiimor nekrozis faktor
ailesinin bir iiyesi olan TRAIL ve onun reseptdrii DR4'lin artmis ekspresyonu ile
sonuglanmistir. Ayrica, ekstre uygulamasinin, IKK’nin fosforilasyonu ve aktivasyonu,
IkBa’nin degradasyonu ve p65/NF-kB’nin ¢ekirdege translokasyonu ve A375'in ekstre
ile indiiklenen apoptozu i¢in NF-kB’nin yolagimin uyarilmasinin gerekli oldugu
gésterilmistir.215

DZ antioksidan, antienflamatuar ve antikanserojen aktivitelere sahiptir. DZ’nin
kanser olusumunun Onlenmesinde ve ayni zamanda kanser hiicrelerinin biiylimesini
inhibe etmesinden dolay1 da kanser tedavisinde faydali olabilecegini gosteren ¢alismalar
mevcuttur.®” 9% 117 121 216221 17 hiere dongiisi ilerlemesini kontrol eden genlerin

modiilasyonunu gergeklestirerek kanser hiicrelerinin bityiimesini inhibe etmektedir. *" %

117,121, 216-221
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UV ile indiiklenen COX-2 ekspresyonu, inflamasyon ve ddem olusumunda,
keratinosit c¢ogalmasinda, epidermal hiperplazide ve ayrica, oksidatif DNA hasari
olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Polifenolik bir bilesik olan DZ’nin, UV ile
indiiklenen serbest radikal olusumununun ve lipid peroksidasyonunun, yani,
fotoyaslanma ve cilt kanseri gibi kronik degisikliklerle/patolojik durumlarla ilgili
olaylarin 6nlenmesinde yararli bir bilesik oldugu ve topikal uygulandiginda cildi UV
isinlarinin agiga ¢ikardigi bu reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif hasarlara
kars1 korudugu raporlanmlstlr.sg‘ 9. 9%, 101 n7°nin UVB-indiiklenmis cilt kanseri
tizerindeki koruyucu etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada DZ’nin ana metabolitinin
(7,3",4 -trihidroksiizoflavon) UVB-indiiklenmis COX-2 ekspresyonunu inhibe ettigi ve
cilt kanseri icin potansiyel kimyasal koruyucu ajan olabilecegi belirtilmistir.** DZ’nin
melanom cilt kanseri lizerindeki etkileri incelendiginde ise DZ’nin S fazinda hiicre
sayisint artirdigi, G(1) fazinda ise hiicre sayisini azalttigi ve melanom tedavisinde
kullanim potansiyeli oldugu Vurgulanmls‘[ur.121

DZ igeren farkli tasiyict sistemlerin (nanoyapili lipit tasiyici-PLGA
nanofiberleri, lipit nanotasiyilar, kitosan mikrokiireleri, PLGA nanopartikiilleri,
mikroemiilsiyon, kat1 lipit nanopartikiilleri ve amfifilik jel) hazirlandig1 yapilan literatiir
taramasinda tespit edilmigtir, 3% 93 9 113 116, 222228 Apcak - cilt kanserine yonelik DZ
iceren nanoemiilsiyon ve nanoemiilsiyon bazli jel formiilasyonlarinin hazirlanmasi ile
ilgili bir ¢calisma bulunamamastir.

Bu nedenlerle, calismamizda melanoma tedavisine yonelik olarak DZ igeren
nanoemiilsiyon ve nanoemiilsiyon bazli jel, klasik emiilsiyon formiilasyonlar1
hazirlanmis ve bu formiilasyonlar i¢in in vitro Kkarakterizasyon c¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Bununla birlikte, insan melanoma ve normal dermal fibroblast

hiicreleri iizerinde hazirlanan bu sistemlerin sitotoksik etkileri degerlendirilmistir
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Bu c¢alismada, oncelikle etkin maddenin fizikokimyasal karakterizasyonunu
gergeklestirmek lizere FTIR ve UV spektrumlar1 ve DSC termogrami alinmustir.

Yukarida ifade edildigi gibi DZ’nin kimyasal yapisi baslica antioksidan ve
antikanserojen etkileri olmak {izere biyolojik etkilerinin ortaya ¢ikmasinda son derece
onemlidir. Dz (7-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one))’nin
fonksiyonel gruplarini belirlemek tizere FTIR spektrumu alinmis ve aromatik yapinin,
heterosiklik yapida ketonun (R-CO-R) ve eterin (R-O-R) ve ayrica aromatik OH
(intermolekiiler) gruplarinin varligini destekleyen C=C, C=0, C-O gerilme titresimleri
ve egilme titresimleri [C-H (aromatik yapida) ve C=0] tespit edilmistir (Sekil 4.1).
Yapi-aktivite iligkileri lizerine yapilan ¢alismalar, DZ’nin serbest radikal siipiiriicii
aktivite gdstermesi agisindan B halkas1 4'-OH grubunun gerekli oldugunu, buna karsin,
A halkas1 7-OH grubunun (Sekil 2.4) etkisinin ise daha az 6nemli oldugunu ortaya
koymustur.225 Calismamizda elde edilen FT-IR spektrum sonuglar, literatiir bilgisi ile
uyusmak‘[adlr.180'184

Flavonoidlerle yapilan ¢alismalarda gergeklestirilen spektroskopik incelemelerde
flavonlarin ve flavonollerin bir ¢cogunun iki bilyilik absorbsiyon bandi [Band I: 320-385
nm (B halka absorpsiyonu), Band Il: 250-285 nm (A halka absorpsiyonu)] gosterdigi
tespit edilmistir. Flavonoidin yapisal iskeletine bagli fonksiyonel gruplarin (-OH)
konumlari ve sayilart Ama degerlerini degistirmektedir.'®® izoflavonoidlerin UV
spektrumu flavanoidlerinkine benzemekle birlikte, Band II genellikle daha kisa dalga
boylarindadir (245-270 nm). Bundan dolayi, UV spektroskopisi izoflavonoidlerin
tanimlanmast i¢in degerlidir, ¢iinkli karakteristik olarak absorpsiyon ozellikleri diger
bircok flavonoidden farklidir. Cogu smif (6rn. Izoflavonlar, izoflavanlar), A- ve B-
halkalar1 arasinda konjugasyon bulunmadigindan, normalde, 245-275 nm araliginda

kuvvetli bir absorpsiyon bandi, 300 nm'nin {lizerinde ise zayif bir absorpsiyon bandi
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(veya absorpsiyon gostermez) g('isterir.226 Bu ¢alismamizda, DZ’nin Amax degeri 248.5
nm olarak saptanmustir (Sekil 4.2). Bu sonug, literatiir sonuglar ile de uyusmaktad1r.167’
180, 185-187, 227

Termal analizde, numuneye kontrollii sicaklik programi uygulanip sicakligin
fonksiyonu olarak maddenin fiziksel 6zelliklerinin 6l¢iilmesi prensibi s6z konusudur.
Termal analiz yontemlerinden biri olan DSC yonteminde, kontrollii bir sicaklik
programi uygulanarak, referansa ve numuneye 1s1 akisi arasindaki farkin sicakligin
fonksiyonu olarak incelenmesi esasina dayanir. Bu yontemde, numune ve referans
sicakligr aynmi tutulur eger sicaklik farki olusursa bu farki gidermek i¢in numuneye
verilen enerji miktar1 degistirilir ve bdylece numunede gerceklesen faz degisimi
sirasindaki 1s1 transfer miktar1 saptanir. Erime derecesi, cams1 gecis sicakligi, termal

dayanikhilik vb. ozellikler bu ydntemle saptanabilir.??®

DZ’ye ait DSC termogrami
incelendiginde erime derecesi 338.25°C olarak bulunmustur. Bulunan deger iiretici
firmanin verdigi erime derecesi araligindadir ve farkli kaynaklarda da DZ i¢in benzer
erime dereceleri elde edilmigtir.® 9 19197

Bir¢ok nedenden (iyi bilim yapilmasi, yontemin istenen amaca uygunlugunun
saglanmasi, kalite kontrol gereksinimlerinin ve 1ilgili kurumlarin diizenledigi
gerekliliklerin yerine getirilmesi vb.) dolay1 analitik yontemlerin gelistirilmesi ve
gecerliliginin  (validasyonunun) gosterilmesi gerekmektedir.229 Bu amagla, temel
validasyon parametrelerinin (dogrusallik dogruluk, kesinlik, 6zgilinliikk, LOD, LOQ,
stabilite) belirlenmesi gerekir.

Bu calismada, DZ i¢in HPLC kullanilarak miktar tayini yontemi gelistirilmis ve
validasyonu gergeklestirilmistir. Validasyon parametrelerinden olan dogrusalligin

gosterilmesi amaciyla 0.5-32 pg/mL konsantrasyon araliginda yedi farkli etkin madde

konsantrasyonu i¢in (n=8/her bir konsantrasyon) ¢alisilmistir. Elde edilen her seriye ait
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kalibrasyon dogrularina ait egimler karsilastirllmis ve genel kabul kriterine uygun
olarak VK degeri <%] olarak tespit edilmistir.*®® Bununla birlikte, dogrusallik verisinin
kabul edilebilirligi i¢in gogunlukla korelasyon katsayis1 da degerlendirilir ve >0.999'luk
bir korelasyon katsayisi (tanimlayicilik katsayisinin ise 0.9999 olmasi) dogrusalligin
saglandigia dair kanit olarak kabul edilir.*®® Giin ici dogrulugun ve kesinligin tespit
edilmesi amaciyla kalibrasyon dogrusu araliinda yer alan 0.5, 4 ve 32 ug/mL
konsantrasyonlar1 sec¢ilmis her bir konsantrasyondan 6’sar adet olacak sekilde standart
cozeltiler hazirlanmis ve ayni giin i¢inde Olclimleri arka arkaya gerceklestirilmistir.
Ayni iglem, giinler arasi dogrulugun ve kesinligin tespit edilmesi amaciyla ayni
konsantrasyonlarda hazirlanmis (herbir konsantrasyon i¢in n=6) ¢ézeltiler i¢in birbirini
takip eden 3 giin boyunca tekrarlanmistir. Giin i¢i dogruluk i¢in % bagil hata degerleri
hesaplanmis 0.175-1.813 araliginda, giinler aras1 dogruluk icinse 0.261-0.700 araliginda
bulunmustur (Tablo 4.1). Bir tayin yontemi i¢in dogruluk kriteri, her bir konsantrasyon
icin % geri kazanimin %100+2 olacagldur.163 Giin ici ve giinler aras1 % geri kazanim
degerleri 100.261-101.813 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.1). Giin i¢i ve giinler arasi
tekrar elde edilebilirlik icin VK degerleri hesaplanmis ve sirasiyla, 0.302-1.517 ve
0.142-1.219 araliklarinda oldugu saptanmistir (Tablo 4.1). Yontemin tekrar edilebilirligi
icin hesaplanan VK degerleri ise 0.072-0.601 araliginda bulunmustur (Tablo 4.2).
Hesaplanan % bagil hata ve VK degerleri % 2’nin altinda oldugundan gelistirilmis
yontem i¢in dogruluk ve kesinlik parametreleri ger(;eklestirilmistir.163 Analitik yontem
i¢in LOD degeri 3 ng/mL, LOQ degeri ise 10 ng/mL olarak tespit edilmistir. Ozgiinliik
parametresi ise birtakim girisimler (fiziksel, kimyasal) varliginda analitik yontemin
sadece analizi gergeklestirilecek etkin maddeyi Olgebilme yetenegini gostermektedir.
Ornek matriksinde bulunan bilesenlerin gelistirilen yontem kosullarinda girisime neden

olup olmadig1 tespit edilir.?® Bu calismamizda, formiilasyon bilesenlerinin DZ ile
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girisim yapmadigr (aym sartlarda DZ’ye ait alikonma siiresinde herhangi bir pik
vermedikleri goriilmiistiir) ve gelistirilen analitik yontemin DZ’ye 6zglin oldugu
saptanmustir (Sekil 4.6).

Tekrarlanabilir ve giivenilir sonuglar elde etmek icin, numune ¢dzeltilerinin,
standartlarin ve reaktiflerin stabilitesi analitik yontem validasyon ¢alismalarimi
baslatmadan once belirlenmelidir. Cozeltilerin, siklikla 6rnegin alet arizalarindan veya
otomatik Ornekleyiciler kullanilarak gece boyunca gergeklestirilen analizlerden
kaynaklanan gecikmelere izin verecek sekilde stabil olmas1 gerekmektedir. Ornekler ve
standartlar, en az 24 saat siireyle (ihtiyaca gore degismekle birlikte) test edilmelidir ve
taze hazirlanmig standartlarla kiyaslanarak bilesenlerin niceligi belirlenmelidir. Analiz
yontemleri i¢in bir stabilite kriteri, numunenin ve standart c¢ozeltilerin tanimlanan
saklama kosullar1 altinda 24 saat stabil kalmasidir. Kabul edilebilir stabilite, yeni
hazirlanmis standartlara gore standart veya numune yanitinda %2'lik bir degisimdir.163

Stabilite parametresi i¢in ti¢ farkli konsantrasyonda (0.5, 4 ve 32 pg/mL; n=6/her
bir konsantrasyon) standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve hazirlandiktan sonra 0., 24. ve 48.
saatlerde analizleri gerceklestirilmistir. Her bir konsantrasyon ve zaman i¢in elde edilen
VK degerleri <%2 oldugundan DZ’nin analiz siiresince stabil kaldig: tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak, DZ’nin miktar tayini icin analitik yontem gelistirilmis ve
validasyonu gerc¢eklestirilmistir.

Nanoemiilsiyon formiilasyonlart YBH yontemi kullanilarak hazirlanmistir.
DZ’nin i¢ faz olan yag fazina yiiklenebilmesi i¢cin Y/S emiilsiyonu hazirlanmistir.
Formiilasyonun gelistirilmesi asamasinda etkin maddenin ¢oziindiigli ortamlar i¢in
literatiir taramas1 yapilmis ve en fazla ¢6zilindiigli ortam olan etil oleat yag fazi1 olarak
se(;ilmistir.89 Ancak, DZ’nin ¢oziinilirliigliniin artirilmas1 ve basarili bir formiilasyon

hazirlanabilmesi amaciyla yardimei ¢oziicli kullanilmasi gerekliligi dogmus ve bundan
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dolayr, DMSO’nun yardimci ¢6ziicii olarak kullanilmasina karar verilmistir. DZ,
DMSO icinde ¢oziinmektedir.®t 222 2! zayif coziiniirliige sahip etkin maddelerin
nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin gelistirilmesinde yardimci ¢oziiciiler (etanol, DMSO
vb) siklikla kullaniimaktadir.?*22%*

Yiizey aktif maddeler (slirfaktan, emiilgator), bir emiilsiyon formiilasyonunun
temel bilesenlerindendir. Bu nedenle, calismamizda yiizey aktif madde olarak Tween 80
ve Lipoid S100 kullanilmis ve sistemin HLB degeri 11 olarak saptanmuistir.

Tween 80 (polioksietilen sorbitan monooleat; HLB:15.0) en yaygin olarak
kullanilan non-iyonik yiizey aktif maddelerdendir. Tween 80, toksik olmamasi, ¢evre
dostu ve biyouyumlu olmasi gibi nedenlerden dolay1 cazip noniyonik bir siirfaktandir.
Bancroft'un kuralina gore, Y/S emiilsiyonu hazirlanmasi i¢in, emiilgator dis faz i¢inde
daha fazla ¢oziinmelidir. Dolayisiyla, Tween 80, suda ¢oziiniir hidrofilik yapida bir
bilesik oldugundan Y/S emiilsiyonu olusturma egilimindedir. Bu sonug¢, HLB kavramini
kullanarak da elde edilebilir. Bu parametreye gore 3.5-6 araligindaki HLB degerlerinde
S/Y emiilsiyonlarinin olusumu ve 8-18 araligindaki degerlerde ise Y/S emiilsiyonlarinin
olusumu goriilir.*** % Lipoid S100 [soya lesitini-fosfatidilkolin (PC)], farkli
formiilasyonlarin hazirlanmasinda kullanilan yaygin amfoterik (hem negatif hem de
pozitif yiiklii fonksiyonel gruplar igerir, diisiik ve yiiksek pH kosullarinda katyonik ve
anyonik ozellik kazamr) yiizey aktif maddelerden birisidir.?®?*° Lesitin ifadesi,
hayvanlarin ve bitkilerin dogal bir bileseni olan fosfolipidlerin karistmini belirtmek igin
kullanilir. Yumurta sarisi, lesitinin birincil hayvansal kaynagidir, ancak endiistriyel
uygulamalar ic¢in pahalidir. Lesitin, giinlimiizde ¢ogunlukla bol miktarda bulunan ve
ucuz olan bitki tohumlarindan (agirlikli olarak soya fasulyesi tohumlarindan)
iiretilmektedir. Ham soya yagi, fosfolipidleri %1-3 oraninda igerir. Bu fosfolipidler, yag

aritim1 esnasinda bir dn-muamele sathasinda bir yan {riin olarak ekstre edilir. Lesitin
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bilesimi ekstraksiyon ve saflagtirma yontemine gore degisir. Ticari soya lesitini,
yaklasik %65-75 oraninda fosfolipit (PL), %34 oraninda trigliserit ve az miktarda
karbohidrat, pigment, sterol ve sterol glikozitleri igermektedir. Lesitin bilesiminde
yaygin olarak bulunan PL’ler PC, fosfatidiletanolamin (PE) ve fosfatidilinositol
(PI)’diir. Soya lesitini yapisal Ozellikleri ve bilesiminden dolayr bir emiilgator,
antioksidan, stabilizan, 1slatici ajan vb. fonksiyonlar1 yerine getirmek iizere
kullanilmaktadir. Fosfolipidlerin hiicre membranlarinin dogal bilesenleri olmasi
nedeniyle, lesitin biyouyumludur ve 6zellikle iv emiilsiyonlarin hazirlanmasinda yaygin

olarak kullanilir.?40-24

PL'ler gliserol molekiiliiniin {i¢iincii karbon atomuna bagli bir
fosfat grubu iceren digliseridlerdir. PL'ler polar bir bas grubundan ve hidrofobik polar
olmayan yagh asidi yapisinda kuyruk kismindan olusurlar. Bu yapilarindan dolay1 yag-
su araylizeyine adsorbe olarak araylizey gerilimini diisiiriirler ve bir bariyer gorevi
gorerek de emiilsiyon damlaciklarinin stabilizasyonunu saglayabilirler. PC ve PE
strastyla pozitif yliklii kolin ve etanolamin gruplarin1 ve ayrica negatif yiiklii fosfat ve
karbonil gruplarim igerirler ve bundan dolayi, bunlar zwitteriyonik tipte ylizey aktif
maddelerdir ve notr pH degerlerinde elektriksel olarak nétrdiirler. PE yag i¢inde su
(S/Y) emiilsiyonlarinin olusumunu kolaylastirma egiliminde iken, PC, su icinde yag
(Y/S) emiilsiyonlarinin olusumunu kolaylastirma egilimindedir. Ticari lesitinler,
fosfolipidlerin ve diger maddelerin karisimi oldugu i¢in, yiizey etkinlikleri tiim yiizey
aktif bilesenlerin bir sonucudur. PC ve PE fizyolojik pH'da emiilsiyon damlaciklar
tizerindeki net yiike 6nemli 6lciide katkida bulunmazken, lesitin i¢indeki PI ve diger
anyonik bilesenler, emiilsiyonun negatif ylikiine ve dolayisiyla emiilsiyon kararliligina
katkida bulunurlar.**°

Tez ¢alismamizda, NEJ formiilasyonlarinin hazirlanmasi amaciyla jellestirme

ajani olarak toksik olmayan, biyopargalanabilir, biyoadezif 6zelliklere sahip dogal bir
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polimer olan, irritasyona ve alerjik reaksiyonlara neden olmayan kitosanin bir tiirevi
(ProtasanwI UP G 213) kullanilmistir. Bu katyonik polimer, asetil gruplarinin % 75-90"
uzaklastirilmis, suda ¢oziiniir kitosan glutamattir. Bu polimerin fonksiyonel 6zellikleri,
molekiil agirligi (ortalama MA:200-600 kDa) ve deasetilasyon derecesi (%75-90) ile
tanimlanmaktadir. Bu polimerin viskozitesi ise 20-200 mPa.s’dir.** Nanoemiilsiyon
bazli jellerin hazirlanmasi amaciyla kitosanin kullanildigi ¢calismalar mevecuttur.?* 24

Ayrica, hazirlanan nanoemiilsiyonlarin  Ozelliklerinin  karsilastirilabilmesi
amactyla, calismamizda ayni bilesenler kullanilarak bos ve DZ igceren KE
formiilasyonlar1 da hazirlanmastir.

Nanoemiilsiyonlar, damlacik biiyiikliigii 20-200 nm olan emiilsiyonlar olarak
tanimlansa da, genellikle diisiik yiizey aktif madde igerigine sahip ve metastabil ise
ortalama damlacik biyiikliigii <500 nm olan emiilsiyonlar da nanoemiilsiyon olarak
kabul edilir. Kiiciik damlacik biiyiikliigline sahip nanoemiilsiyonlar klasik
emiilsiyonlarin (mikron boyutlu damlaciklara sahip) siit beyazi1 renginden farkli olarak
seffaf/yar seffaftir. Ayrica, nano-boyut (etkilesim i¢in daha biiylik yiizey alani), etkin
maddelerin cilt lizerinde kaliciliginin, penetrasyonunun ve lipofilik etkin maddelerin
¢ozlinlirliiglinlin artirilmasinda nanoemiilsiyonlara 6nemli tstiinliikler saglamaktadir.
Bununla birlikte, topikal uygulamalarda nanoemiilsiyonlarin kullanimi, klasik
emiilsiyonlara gore yiiksek stabilitesi ve seffafligi/yar1 seffafligi nedeniyle de oldukca
Caziptir.35' 204,245 By tez ¢alismasinda, hazirlanan NE damlacik biiytikliigiiniin <200 nm
oldugu tespit edilmistir.

Hazirlanan tiim formiilasyonlarin damlacik biiytikliikleri, zeta potansiyel,
viskozite ve pH degerleri saptanmistir. Damlacik biiyiikligii (DB®) ve zeta potansiyel
Olctim sonugclari incelendiginde (Tablo 4.4 ve Tablo 4.5), B-NE ve DZ-NE i¢in sirasiyla

151.1242.70 ve 149.80+3.52 nm (p>0.05) ve -22.57+0.78 ve -19.32+1.06 mV (p<0.05);
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B-NEJ ve DZ-NEJ i¢in 191.48+5.26 ve 200.25+11.09 (p>0.05) ve 18.67+£0.59 ve
19.35+£0.66 mV (p>0.05); B-KE ve DZ-KE ig¢in 2.830+0.011 ve 4.420+0.017 pm
(p<0.05) ve -15.50+0.75 ve -14.67+0.43 mV (p<0.05) olarak tespit edildigi
goriilmektedir. NE ve NEJ formiilasyonlarinda DZ ilavesinin damlacik biiyiikligi
tizerinde etkili olmadigi goriilmiistir. Ayrica, NE ve NEJ formiilasyonlarinin
polidispersite indeksinin yaklasik <0.3 oldugu goriilmiis ve damlacik boyutu
dagilimmin dar bir aralikta (diisiik polidispersiteye sahip) oldugu saptanmistir (Tablo
4.4).

Bos ve etkin madde igeren NE ve NEJ formiilasyonlarinin ortalama damlacik
biiyiikliikleri ve zeta potansiyel degerleri karsilastirildiginda ise jellestirme sonrasi
damlacik boyutunun ve zeta potansiyel degerlerinin istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
bir sekilde arttig1r saptanmistir. Ancak, jel olusumu sonrast nano-boyutun korundugu
saptanmlstlr.174

Bununla birlikte, nanoemiilsiyonlar negatif zeta potansiyel degerlerine sahipken
jel olusumu sonrasi1 katyonik bir polimer olan kitosan varligi nedeniyle pozitif zeta
potansiyel degerlerine sahip formiilasyonlar elde edilmistir. Emiilsiyon damlaciklari
farkl1 sekillerde (ortamdaki iyonlarin adsorpsiyonu, iyonik/amfoterik emiilgator
kullanim1 gibi) kazanabilirler. Bu tez c¢alismasinda hazirlanan NE ve KE
formiilasyonlarinin negatif zeta potansiyelinin ortamda bulunan iyonlarinin (OH,
HCOj3 vb.) Y/S ara yiizeyine adsorpsiyonu sonucu gerceklestigi diisiiniilebilir.?*® PC’ler

ise pH 2 ve 3’de pozitif yiik kazanirken, pH 4 civarinda ¢ogunlukla zwitteriyonik,

47 k 248

pH>5"de ise yaklasik tamami zwitteriyonik ozellik gésterir.2 Ragelle ve ar
Labrasol, Tween 80, Miglyol 812 ve lesitin (% 82.3 fosfatidilkolin igeren yumurta

lesitini olan Lipoid ES80) kullanarak fisetin igeren nanoemiilsiyon formiilasyonu

hazirlamiglardir. Bu emiilsiyonlarin damlacik boyutu 153 nm, zeta potansiyel degerleri
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ise -28.4 mV olarak saptanmustir. Negatif zeta potansiyelin Lipoid E80’in anyonik
gruplarindan kaynaklandigi ifade edilmistir.

Chen ve ark.?*®

etil oleat (yag fazi), Tween 80 (siirfaktan) ve PEG 400 (yardimc1
stirfaktan) kullanarak Resveratrol igeren kendiliginden mikro-emiilsifiye sistem
SMEDDS formiilasyonu gelistirmisler ve negatif zeta potansiyel degerlerine sahip
formiilasyonlar elde etmislerdir. Ortam pH’sinin damlacik ylizeyinde iyonlasmaya
neden oldugu ve bundan dolay1 zeta potansiyel iizerinde etkili oldugu belirtilmistir.
Nanosistemlerin formiilasyonunda kullanilan kitosanin, katyonik dogasindan
dolay1 pozitif zeta potansiyel degerlerine neden oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢alisma

mevcuttur.2>%-2>

Bu nedenle, NEJ formiilasyonlar1 i¢in pozitif zeta potansiyel degerleri
elde edilmistir. Zeta potansiyel, kolloidal dagilimlarin elektrokinetik potansiyelidir ve
kolloidal dagilimlarin stabilitesinin degerlendirilmesinde 6nemlidir. Benzer yiiklii
damlaciklar/partikiiller arasindaki itme derecesinin bir gdstergesidir.”®® Genel kural
olarak, 30 mV iizerindeki mutlak zeta potansiyel degerleri emiilsiyonlar icin iyi bir
stabilite saglar. Yaklasik 20 mV, yalnizca kisa vadeli stabilite saglar. Bu durum, diistik
molekiil agirlikli yiizey aktif maddeler ve sadece elektrostatik stabilizasyon s6z konusu
ise gecerlidir. Ancak, yliksek molekiil agirlikli ylizey aktif maddeler ve sterik
stabilizasyonun da s6z konusu oldugu durumlarda yaklasik 20 mV’luk zeta potansiyel

251, 254

degerleri de yeterli stabilizasyon saglayabilir. Noniyonik yiizey aktif maddeler

(6rn: Tween 80) nanoemiilsiyonlari, arayiizey gerilimini azaltarak stabilize ederken,

o 1 1. 251,255, 2
ayni zamanda, damlalar arasinda sterik bir stabilizasyon da saglar. >1, 255, 256

Sun ve ark.?®

tarafindan sigir serum albumini igeren, Cremophor EL-35,
propilen glikol ve izopropil miristat kullanilarak hazirlanan nanoemiilsiyon

formiilasyonunun zeta potansiyel degerinin -24.8 mV ve damlacik boyutunun 21.8 nm

oldugu ve oldukg¢a stabil bir sistem olarak hazirlandigi ifade edilmistir.
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Hosseini ve ark.®® hazirladiklari ve zeta potensiyel degeri yaklasik -18 mV olan
nanoemiilsiyon formiilasyonunlarinin 60 giin boyunca oda sicakliginda stabil olarak
kaldiklarini raporlamiglardir.

Tez ¢alismamizda tiim formiilasyonlar i¢in elde edilen pH degerleri 4.53-5.54
araliginda saptanmistir. NE ve KE formiilasyonlarinin pH degerleri benzer bulunmustur
(p>0.05). NE formiilasyonlarina, %1 (a/a) Protasan UP G 213 polimerinin ilavesi ile
hazirlanan NEJ formiilasyonlarmi pH’s1 anlamli bir sekilde artmistir (p<0.05). Uretici

firma tarafindan Protasan UP G 213 i¢in verilen pH araligi 4.0-6.0°dir.>®

Ayrica, tim
formiilasyonlara DZ ilavesinin pH’da degisime neden olmadigi saptanmistir (p>0.05).
Calismamizda elde edilen pH degerlerinin topikal uygulama i¢in uygun oldugu
saptanmigtir. Literatiirde, cilt pH’s1 icin hepsi asidik olmak iizere ancak, genis bir
aralikta (pH 4.0-7.0 arasinda) farkli degerler rapor edilmektedir. Yapilan bir ¢alismada,
ortalama cilt pH’sinin 4.7 oldugu saptanmistir ve bu deger (pH<5.0) diger literatiirler

tarafindan da desteklenmektedir.?* 260 21

Bu genel varsayimin aksine, cilt yiizeyinin
pH’sinin 5.0-6.0 arasinda oldugunu ifade eden ¢aligmalarda mevcuttur. pH’s1 <5.0 olan
cildin, bariyer fonksiyonu ve nemlendirme gibi 6zellikleri agisindan pH’s1 >5.0 olan
ciltten daha 1yi bir kosula sahip oldugu gosterilmistir. Yerlesik bakteri florasininin cilt
tizerinde devami i¢inde asidik pH (4-4.5) Snemlidir. 2% 2

Ribeiro ve ark.?* nemlendirici olarak kozmetik kullanima yénelik Opuntia ficus-
indica (L.) ekstresi iceren Y/S nanoemulsiyon formiilasyonu gelistirmislerdir. Bu
formiilasyonlarin (damlacik boyut araligi: 92.2 to 233.6 nm ve zeta potansiyel degerleri:
(-) 26.71—(-) 47.01 mV olan) stabilite ¢alismalarinda stabil olduklarinin saptandigi ve
pH degerlerinin (5.32-5.68)’de cilt pH’s1 (4.5-6.0) ile uyumlu oldugunu ifade

etmislerdir.
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Bu tez kapsaminda, formiilasyonlarin akis ozelliklerini belirlemek amaciyla,
kayma hizi ve kayma gerilimi arasindaki iliski belirlenmis (Sekil 4.11-Sekil 4.13) ve
farkli kayma hizlarinda viskozite Olgiimleri gergeklestirilmistir. Hazirlanan
formiilasyonlarin akis davranislar1 “power law” modeliyle tanimlanmistir. Log (kayma
hiz1) ve Log (kayma gerilimi) degerleri grafige ge¢irilmis, regresyon analizi yapilmis ve
akis davranis indeksi (n; 0-1 arasinda degerdir) hesaplanmistir. Bu n degerinin 1°den
kiiciik olmas1 formiilasyonun kayma ile incelen (viskozitesi azalan; “shear thinning”,

psddoplastik) bir sistem oldugunu gé')stelrir.%z'z64

Hazirlanan KE ve NEJ formiilasyonlar1
icin n degerinin birden kiiciik oldugu goriiliirken, NE formiilasyonlari i¢in n degerinin
I’den kiiciik ancak 1’e ¢ok yakin oldugu tespit dilmistir. Bu nedenle, KE ve NEJ
formiilasyonlarinin kayma ile viskozitesi azalan sistemler (psddoplastik akis tipine
uydugu) oldugu saptanmistir. NE formiilasyonu icin ise Newtonian akisa yakin bir
ozellik gosterdigi sdylenebilir.

25 °C’de, 1500 s kayma hizinda B-NE ve DZ-NE igin viskozite degerleri
sirastyla, 4.46+0.05 ve 4.75+0.06 cP, B-KE ve DZ-KE iginse 6.79+0.03 ve 6.87+0.37
cP olarak saptanmistir. Hazirlanan NE formiilasyonlarinin viskozitesinin diisiik oldugu
goriilmektedir. NE formiilasyonlarinin viskozite degerlerinin diisiik olmasi1 bu
sistemlerin topikal olarak uygulanmasimi giiglestirmektedir. Uygulama kolaylig1 ve cilt
tizerinde yayilabilirlik acisindan NEJ formiilasyonlarinin hazirlanmasinin 6nemli bir
ustiinliik sagladig bilinmektedir.*®* Bu nedenle, viskoziteyi artimak igin jellestirme
ajani olarak %1 oraninda Protasan UP G213 kullanilmis ve hazirlanan B-NEJ ve DZ-
NEJ formiilasyonlari igin 25 °C’de 150 s™’de viskozite degerleri sirastyla 159.52+0.34
ve 155.76+3.63 cP olarak saptanmistir. NE formiilasyonlarina gore énemli bir viskozite
artis1 saglanmistir. Her formiilasyon icin bos ve etkin madde igeren formiilasyonlarin

viskozitesi karsilastirildiginda DZ ilavesinin viskozitede anlamli bir degisiklige neden
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olmadig1 gorillmiistiir (p>0.05). KE ve NEJ formiilasyonlarmin viskozite degerleri
nanoemiilsiyonlarin viskozite degerlerinden anlamli sekilde farklidir (p<0.05).

Krahn ve ark.?®

YBH yo6ntemi kullanarak izofluran igeren damlacik boyutu 150
nm, zeta potansiyeli -18 mV olan nanoemiilsiyon formiilasyonu hazirlamiglardir.
Hazirlanan bu formiilasyonun reolojik &zeliklerini incelemisler, formiilasyonun
ortalama viskozite degerinin 4.53+0.15 cP oldugunu ve akis 6zelliklerinin newtonian
akis tipine uydugunu saptamislardir. Yazarlar, YBH yontemi kullanilarak hazirlanan
nanoemiilsiyonlarda homojenizasyon isleminin daha etkin olmasinin Newtonian akis
tipi goriilmesinde etkili oldugunu ifade etmislerdir.

Thomas ve ark.?*

yag fazi olarak Labrafac PG ve Triasetini, siirfaktan olarak
Tween 80’1 ve yardimci siirfaktan olarak da polietilen glikol (PEG 400)’i kullanarak
kurkumin igeren nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlamiglardir. En uygun
nanoemiilsiyon formiilasyonunun viskozitesi 78.23 cp, pH’s1 ise 6.2 olarak saptanmistir
ve bu nanoemiilsiyon jel hazirlanmasinda kullanilmigtir. Bu amagla, biyouyumlu olmasi
ve toksik olmamasi nedeniyle kitosanin jellestirme ajami olarak secildigi ve %2
konsantrasyonun uygun bir jellesme (gorsel inceleme) sagladigi raporlanmistir. Elde
edilen nanoemdiilsiyon bazli jelin viskozitesi 504 cp ve pH degeri 6.4 olarak tespit
edilmistir. Bu viskozitenin uygulama kolaylig1 ve jelin cilde yayilmasi agisindan uygun
bir viskozitede hazirlandig1 belirtilmistir.

Saf DZ’ye, bos ve DZ igeren tiim formiilasyonlara ait DSC termogramlari
alinmigtir (Sekil 4.15-Sekil 4.19). Etkin maddeye ait DSC termogrami incelendiginde
DZ’nin erime derecesi ile ilgili olarak 338.25 °C’de endotermik bir pik gozlenmistir.
Hem bos hem de DZ igeren tiim formiilasyonlara ait DSC termogramlarinda ise 100 °C
civarinda suyun buharlagsmasiyla ilgili endotermik piklerin oldugu saptanmistir. Ancak,

DZ igeren NE, NEJ ve KE formiilasyonlarina ait DSC termogramlarinda DZ’ye ait
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endotermik pik goriilememistir. Bu durum, DZ’nin molekiiler diizeyde
formiilasyonlarin yag fazinda dagilmasindan kaynaklanmaktadir. Benzer sonuglar,
nanoemiilsiyonlar ile ilgili yapilan farkli caligmalarda da saptanmlstlr.%@267

Ceki¢ ve ark.”®” YBH yontemini kullanarak hazirladiklar1 diazepam igeren
nanoemilsiyonun, bos nanoemiilsyonun ve saf diazepamin DSC analizini
gerceklestirmisler ve elde ettikleri termogramlar1 degerlendirdiklerinde saf etkin
maddenin termograminda etkin maddenin erime derecesi ile ilgili olarak 134.28 °C'de
keskin bir endotermik pik goriildiigiinii, bos ve etkin madde igeren nanoemiilsiyon
formiilasyonlarina ait termogramlarda ise biiyiik olasilikla su buharlagsmasi nedeniyle
100 °C civarinda genis asimetrik endotermik bir pik goriildiigli ancak etkin maddeye ait
erime derecesi ile ilgili endotermik pikin goriilemedigi ¢iinkii etkin maddenin
nanoemiilsiyonun yag fazinda molekiiler diizeyde dagildig: ifade edilmistir.

Wadhwa ve ark.?® kurkumin igeren nanoemiilsifiye-prekonsantre formiilasyon
hazirlamiglardir. Etkin madde ve kurkumin igeren formiilasyonun DSC analizi
gerceklestirilmis ve elde edilen etkin madde DSC termograminda kurkumine ait keskin
bir endotermik pik 180.71 ° C'de goriilmiistiir ve bu pikin kurkuminin kristalinitesiyle
ilgili olan erime noktasma karsilik geldigi ifade edilmistir. Formiilasyonun DSC
termograminda ise kurkuminin erime noktasina karsilik gelen pikin goriilemedigi
belirtilmistir.

DSC ile elde edilen sonuglar1 dogrulamak iizere saf DZ, bos ve DZ igeren tiim
formiilasyonlarin FTIR analizi de gergeklestirilmistir. DZ’ye ait FTIR spektrumu
incelendiginde DZ’ye ait fonksiyonel gruplara ait gerilme ve egilme titresimleri

v ae . .. 180-184
gorilmiistiir. 80-18

Bos ve DZ igeren tiim formiilasyonlara ait FTIR spektrumlari
incelendiginde ise bos ve DZ iceren formiilasyonlarin spektrumlarinin benzer oldugu

goriilmistiir. DZ igeren formiilasyonlarin FTIR spektrumlarinda DZ’ye ait karakteristik
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pikler goriilememistir. Dolayisiyla, DZ’nin formiilasyonlarda molekiiler diizeyde

dagildig1 anlasilmistir. Bu sonuglar, literatiir sonuglari ile de uyumludur.266' 267

Dordevic ve ark.?®

saf diazepamin ve hazirladiklar1 bos ve diazepam igeren
nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin FTIR spektrumlarini almiglardir. Saf etkin madde
FTIR spektumunun diazepama ait karakteristik pikleri gosterdigini ancak, bos ve
diazepam igeren nanoemiilsiyon formiilasyonlarina ait spektrumlarin ayni piklere sahip
oldugunu ifade etmislerdir. Diazepam igeren nanoemdiilsiyon formiilasyonlara ait
spektrumda diazepama ait piklerin goriilmedigi, ¢ilinkii diazepamin formiilasyonda
molekiiler seviyede dagildigi ve etkin madde ile diger formiilasyon bilesenleri arasinda
herhangi bir kimyasal etkilesimin olmadig belirtilmistir.

B-NE, DZ-NE, B-NEJ ve DZ-NEJ formiilasyonlarinin TEM goriintiileri alinmis
ve yag damlaciklarinin yaklasik kiiresel ve nano-boyutlu oldugu goriilmiistiir (Sekil
4.34- Sekil 4.37).

FDA tarafindan farkli etkin maddelerin farkli dozaj sekilleri i¢in ¢6ziinme/salim
ortamlar1 ve ¢alisma kosullar listeler halinde verilmistir. Bunlar incelendiginde, salim
ortami olarak genellikle tamponlarin (fosfat tamponu, asetat tamponu vb.) yiizey aktif
madde iceren (Tween 80, SDS vb.) tamponlarin kullanildig: gtirﬁlrnektedir.269

Calismamizda, salim c¢alismast hazirlanan tim formiilasyonlar icin
gerceklestirilmistir. Bu sekilde, hem damlacik boyutunun hem de viskozitenin etkin
madde salimi {izerindeki etkileri incelenmistir. Coziinme/salim g¢alismalar1 i¢in farkl
ortamlar [amaca uygun olarak fizyolojik pH araliginda 1.2-7.5: seyreltik hidroklorik
asit, tamponlar (fosfat veya asetat); yapay mide veya bagirsak sivisi (enzim igeren veya
icermeyen) ve su] kullanilmaktadir. Az c¢oziinlir ekin maddelerin ¢oziiniirliglini
artirmak tizere belli bir ylizde oraninda yiizey aktif madde (6rn: SDS, polisorbatlar,

laurildimetilamin oksit) iceren sulu ¢ozeltiler (asidik ¢ozeltiler veya tampon ¢ozeltileri)
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kullanilmaktadur. ™ 2%° Uygun bir yiizey aktif madde belirlendikten sonra “sink kosulu”
saglamak icin gereken en diisiik konsantrasyonu saptamak lizere bu yiizey aktif
maddenin  farklt  konsantrasyonlar1 arastirilmalidir.  Tipik olarak, siirfaktan
konsantrasyonu, kritik misel konsantrasyonunun (CMC) iizerindedir.® In vitro
¢Oziinme/salim calismasi icin yontem gelistirilirken, “sink kosul”un (¢6ziinme/salim
ortami hacminin, etkin maddenin doymus ¢ozeltisini elde etmek i¢in gerekli olan ortam
hacminin en az ii¢ kati olmasi kosulu) saglanmasi gerekmektedir.lgs’ 270, 211 gjnk
kosulda, c¢o6ziinme/salim sonuclarinin dozaj seklinin 6zelliklerini yansitmasit daha
muhtemeldir. Cozlinme/salim ortaminin uygun bilesimi ve hacmi ¢oziiniirliik
arastirmalari ile belirlenmektedir.*%

Ayrica, “Sink” kosulu, bir etkin maddenin ¢6ziinme/salim ortamindaki
doygunluk konsantrasyonunun, ortamdaki konsantrasyonunun en az ii¢ kati olmasi
durumudur seklinde de tan1mlayabiliriz.270’ 2

Uygun salim ortaminin belirlenmesi amaciyla literatiir taramasi yapilmistir.
Oliveira ve ark.” tarafindan % 11.1 oraminda genistein ve % 27.8 oraninda daidzein
iceren 150 mg kuru soya ekstresi i¢eren tabletler hazirlanmis ve bu tabletlerin in vitro
¢Ozilinme testi i¢in ortam olarak %3 SDS igeren su kullanilmistir. Test sirasinda “Sink™
kosulun saglanmas1 amaciyla oncelikle, % 3 SDS iceren suda genistein ve daidzein i¢in
¢ozinlrlik caligmasi gerceklestirilmis ve ¢oziiniirliikleri sirasiyla 825 ug/mL ve 250
ug/mL olarak saptanmistir. Daha sonra, ¢oziinme ortami hacmi, daidzein ve genisteinin
en yiiksek miktarlarii ¢ozecek teorik hacmin sirasiyla 5.4 ve 45 kat1 olacak sekilde
secilmis ve ¢oziinme testi USP Aparat 2 (pedal) kullanilarak gerceklestirilmistir.

DZ i¢in hazirlanan farkl ilag sekillerinden etkin madde salimini incelemek {izere

salim ortami1 olarak fosfat tamponu (PB; pH 6.8 ve 7.4) ve fosfatla tamponlanmis tuz

¢ozeltisi (PBS; pH 6.8 ve 7.4) de siklikla kullanilmigtir, % 9 116272
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Sonug olarak, tez caligmamizda salim g¢alismasinin gergeklestirilecegi ortam
olarak %35 SDS iceren PBS pH 7.4 secilmistir. DZ’nin bu ortamdaki ¢oziiniirliigii
belirlenmis zaman araliklarinda (1., 3., 5.,8.,10.,12. saatlerde) saptanmistir (Tablo 4.11).
Elde edilen sonuglar incelendiginde etkin madde ¢oziniirliigiiniin 179.922+2.355-
182.707+0.545 araliginda degistigi, ancak, tim zaman noktalar1 icin elde edilen
¢ozinirlik degerleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p>0.05)
bulunmustur. DZ’nin salim ortamindaki ¢oziiniirliigii 12. saatte 182.707+0.545 olarak
tespit edilmistir. Buna gore, DZ’nin salim ortamindaki doygunluk konsantrasyonunun,
salim ortamindaki teorik DZ konsantrasyonunun yaklasik 3 kat1 (2.7) oldugu saptanmis
ve salim ¢aligmasi i¢in “Sink” kosulun saglanacagi sonucuna varilmistir.

In vitro salim galismasi siiresince DZ’nin %5 SDS igeren PBS pH 7.4’deki
stabilitesi de incelenmistir (Tablo 4.10). Bu c¢alisma sonucunda belirlenen zaman
araliklarinda belirlenen etkin madde konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda anlamli bir
degisimin olmadigi saptanmistir (p>0.05). Dolayisiyla, salim siiresince etkin madde
salim ortaminda stabil kalmistir.

Tez kapsaminda, in vitro salim ¢alismasi gergeklestirilmis ve DZ-NE, DZ-KE ve
DZ-NEJ formiilasyonlarindan 12 saatte birim alandan salimi gerceklesen DZ miktarlari
yaklasik olarak 33 ug/cmz, 28 ug/cm2 ve 16 ug/cm2 olarak saptanmis ve salim
miktarlar1 acisindan istatistiksel karsilastirmada formiilasyonlar arasi farkin anlamlh
oldugu saptanmistir (p<<0.05). Formiilasyonlar arasinda en kii¢iik damlacik boyuna sahip
DZ-NE formiilasyonunda damlacik ylizey alan1 artisina bagli olarak etkin madde salimi
DZ-KE ile karsilastirildiginda artmistir (p<0.05). Ancak, DZ-NEJ formiilasyonunda ise
DZ-KE formiilasyonuna gore daha kiiclik damlacik boyutuna sahip olmasina ragmen
formiilasyonun viskozitesindeki artisa bagli olarak etkin madde salimi azalmig (p<0.05)

ve daha yavas bir salim profili elde edilmistir.
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Piroksikam ig¢eren nanoemiilsiyon (oleik asit, Tween 80, etanol, etkin madde)
formiilasyonunun hazirlandigi bir ¢alismada, nanoemiilsiyonun viskozitesi topikal
uygulama i¢in diisiik oldugundan (9.5-38.0 cP) jellestirme ajani olarak Karbopol 934
kullanilarak nanoemiilsiyon bazli jel hazirlanmistir. Hazirlanan jel formiilasyonlarinin
viskozitesi olusan daha yogun ag yapisindan dolay1r énemli 6l¢iide artmistir (>13712
cP). Permeasyon c¢alismasi Franz difiizyon hiicresinde sigan derisi ve ortam olarak
fosfat tamponu pH 7.4 kullanilarak gergeklestirilmistir. Kii¢iik damlacik biiytikliigiine
sahip nanoemiilsiyonlarin permeasyon potansiyelinin yiiksek oldugu, damlacik
biiytikligi distiikce “stratum Korneum™un sabit alani ile etkilesebilecek damlacik
sayisinin artacagi belirtilmistir. Nanoemiilsiyon bazli jelden etkin madde cikisinin
yiiksek viskoziteden dolayr nanoemiilsiyona goére daha diisiik oldugu ve bunun da
yiiksek viskozitesinden kaynaklanabilecegi ifade edilmistir. Bundan dolayi, jel
formiilasyonunun uzatilmis etki ve artmis viskozite nedeniyle cilt {izerine
uygulanabilirligi bakimindan nanoemiilsiyona gore tercih edildigi raporlanmugtir.***

Aparna ve ark.2”® suda ¢Oziiniirliigl diisiik olan telmisartan i¢in NE ve jellestirme
ajan1 olarak Karbopol 934 kullanimiyla NEJ formiilasyonlarin1 gelistirmislerdir. NE
formiilasyonunun viskozitesinin diisiik (yaklasik 3 cP) oldugu, NEJ formiilasyonunun
viskozitesinin ise anlamli bir sekilde arttigt ve psddoplastik akis tipine uydugu
saptanmistir.  Yapilan permeasyon c¢alismalarinda, NE formiilasyonu ile
karsilastirildiginda NEJ formiilasyonunlarindan etkin madde saliminin uzun siireli
olarak gergeklestigi ifade edilmistir. Ayrica, NE formiilasyonundan daha hizli bir etkin
madde saliminin ger¢eklesme nedeni olarak ise formiilasyonun kii¢iik damlacik boyutu
gosterilmistir.

Thomas ve ark.*® %2 kitosan kullanarak hazirladiklari kurkumin iceren

nanoemilsiyon bazli jel formiilasyonu ic¢in permeasyon ¢alismasini sican derisi
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kullanarak gerceklestirmislerdir. Sonu¢ olarak, nanoemiilsiyonlarin kiigiik damlacik
boyutunun deriden permeasyon agisindan jel formiilasyonuna gore anlamli bir artig
sagladig1 ifade edilmistir. NEJ i¢inse kitosanin deri iizerine yayilabilirlik agisindan
formiilasyonunu viskoziteni uygun hale getirdigi ve kurkuminin deri ylizeyinde kalig
siresini artirdig1 ifade edilmistir. Ayrica, NE formiilasyonu ile karsilastirildiginda NEJ
formiilasyonu i¢in etkin maddenin deriden permeasyonunun daha yavas gerceklestigi ve
bunun viskozite artisindan kaynaklandig bildirilmistir.

Formiilasyonlar i¢in salim profillerinin Higuchi veya sifirinci derece salim
kinetigine uyup uymadigl incelenmistir (Tablo 4.11). Sonug¢ olarak, incelenen
formiilasyonlarin sifirinct derece kinetige uygun salim sagladigi saptanmistir. Sifirinct
derece kinetikte, her bir zaman araliginda formiilasyondan ¢ozeltiye gegen etkin madde
miktar1 sabittir. Degistirilmis salim sistemlerinin hazirlanmasinda oncelikle sifirinci

derece salim kinetiginin saglanmasi hedeflenmektedir. " 2/ 27

Barakat ve ark.?’®

transdermal uygulama igin hazirladiklari indometazin i¢eren
nanoemiilsiyon formiilasyonu igin in vitro salim c¢aligmalarini seliilloz membrani
kullanarak 12 mL %20 alkol iceren 0.02 M fosfat tamponu (pH 7.4) (reseptdr
kompartmani) igerisinde gergeklestirmislerdir. Nanoemiilsiyonlardan indometazin
salimnin 0. derece kinetikle gergeklestigi (dogrusal iliskinin sink kosul saglandigi
siirece devam ettigi) raporlanmistir.

Silva ve ark.'"* bir izoflavon olan genistein i¢in yumurta lesitini, orta zincirli
tigliseritleri ve oktildodekanolii kullanarak topikal bir nanoemiilsiyon formiilasyonu
gelistirmislerdir. Emiilsifikasyon oncesi yag fazina genistein ilavesinin nanoemiilsiyon
ozelliklerini degistirmedigi ve lesitinin genisteinin formiilasyona dahil edilmesinde

onemli bir rol oynadig1 vurgulanmistir. Elde ettikleri 230-280 nm damlacik boyutuna

sahip nanoemiilsiyonlar i¢in Franz diflizyon hiicrelerini ve domuz kulak derisi
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kulanarak permeasyon c¢alismalarin1i gergeklestirmisler ve yavas bir permeasyon

1 tarafindan da

gergeklestigini saptamislardir. Benzer sonuglar, de Vargas ve ark
raporlanmistir. Genistein igeren nanoemdiilsiyonlar1 igeren topikal hidrojellerin
hazirlandig1 diger bir calismada, negatif zeta potansiyele, diisiik viskoziteye ve <250 nm
damlacik boyutuna sahip nanoemiilsiyon viskozitesinin topikal uygulama i¢in uygun
hale getirilmesi amaciyla akrilik asit hidrojellerine ilave edilmistir. Hidrojel
formiilasyonlariin psddoplastik akis tipine uydugu ve domuz kulak derisi kullanilarak,
Franz difiizyon hiicrelerinde gerceklestirilen permeasyon deneyi sonucunda yavas bir
etkin madde permeasyonunun saglandigi raporlanmugtir.**°

Nanoemiilsiyonlar kinetik olarak kararli sistemlerdir. Nanoemiilsiyonlarin
stabilitesi, genellikle 4 °C, 25 °C velveya 40 °C gibi farkli sicakliklarda
gerceklestirilmekte ve zamana bagli olarak damlacik boyutu, damlacik boyutu dagilima,
zeta potansiyel ve etkin madde konsantrasyonu degerlendirilmektedir.?’” 2’® Emiilsiyon
sistemlerinde damlacik boyutu ile birlikte damlacik boyutu dagiliminin da stabilite
acisindan degerlendirilmesi gerekmektedir. Damlacik boyutu flokiilasyon ve koalesens
ile dogrudan iliskili oldugundan damlacik boyutu ve zeta potansiyel stabilitenin

degerlendirilmesinde 6l¢giilmesi gereken 6nemli parametrelerdir.254

Klasik emiilsiyonlar,
kisa raf omriine sahip ve nanoemiilsiyonlara kiyasla daha az stabil ila¢ sekilleridir.
Saklanmasi1 sirasinda kremalasma, flokiilasyon, koalesens ve faz ayrimi gibi yaygin
stabilite problemleri ile karsi kasiyadir. Kremalasma, flokiilasyon, koalesens gibi
stabilite sorunlar1 nanoemiilsiyonlarda nadiren goriiliir. Ancak, ozellikle, “Oswalt
Ripening” etkisi nanoemiilsiyonlarin stabilitesi agisindan 6nemlidir.?”® “Ostwald

Ripening” etkisiyle olusan damlacik biiylimesine sebep olan en biiylik etmen ise

polidispersite indeksidir (PDI). Biiyiik damlaciklar ile kii¢iik damlaciklarin birarada
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bulunmasi sonucu damlaciklarin boyutu, ¢oziinme ve kiitle transferi nedeniyle
artmaktadir.?® %*

Dispers sistemlerde stabilitenin degerlendirilmesinde kullanilan diger bir
parametre ise, damlaciklar/partikiiller arasindaki etkilesimin Olgiisii olan zeta
potansiyeldir. Elektrostatik olarak stabilitesi saglanmis emiilsiyon bazli sistemlerde,
yiiksek bir zeta potansiyel degeri, flokiilasyonun engellendigi daha stabil bir sistemi
isaret etmektedir. Sterik olarak stabilitesi saglanmis sistemlerde ise zeta potansiyelin
yaklasik 20 mV olmasi ile stabilitenin saglanabilecegi gésterilmistir.zso’ 281

Emiilsiyonlarin  pH degerlerinin izlenmesi, stabilite degerlendirmesinde
formiilasyonunu kalitesini etkileyen herhangi bir kimyasal reaksiyon (hidroliz,
oksidasyon vb) olup olmadigini géstermesi agisindan dnemlidir. 282

Bu calisma kapsaminda, 4 °C ve 25 °C olmak iizere iki farkli sicaklikta stabilite
degerlendirilmistir. B-NE ve DZ-NE formiilasyonlart i¢in 4 °C’de 90 giin boyunca
damlacik boyutlarinda (DBb) anlamli bir degisiklik meydana gelmeden (p=0.05)
saklanabildigi, ancak, 25 °C’de 90. giinde B-NE ve DZ-NE formiilasyonlarinin
damlacik boyutlarinda (DBb) bir artisin oldugu saptanmistir (p<0.05; Tablo 4.12). 4 °C
ve 25 °C’de, aym1 zaman noktalar1 i¢in damlacik boyutlar1 karsilagtirildiginda ise
aralarinda 90. giine kadar istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi saptanmistir
(p=>0.05; 90. giin iginse p<0.05’dir).

Nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin (B-NE ve DZ-NE), 4 °C ve 25 °C’de zeta
potansiyelleri 6l¢iilmiis (Tablo 4.15) ve her iki kosulda da zeta potansiyel degerlerinde
(yaklasik -20 mV civarinda) onemli bir degisimin meydana gelmedigi saptanmistir
(p>0.05). 4 °C ve 25 °C’deki ayni1 zaman noktalar1 igin viskozite degerleri (1500 sn’t
icin elde edilen degerler agisindan; Tablo 4.17) karsilastirildiginda da anlamli bir

yiikselis veya diisiisiin olmadigi belirlenmistir (p>0.05).
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DZ-NE ve B-NE formiilasyonlarinin pH degerlerindeki zamana bagli degisim
incelendiginde (Tablo 4.16), 90 giin boyunca nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin pH
degerlerindeki degisimlerin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu belirlenmistir (p>0.05).

Polidispersite indekslerinde ise her iki sicaklikta da zamanla bir artis oldugu
goriilmiis ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.05; 25°C’de
60.giinde elde edilen deger hari¢). Genel olarak, B-NE ve D-NE formiilasyonlarinin
polidispersite indeksi degerleri <0.4 olarak (25°C’de 60.giinde elde edilen deger harig)
saptanmistir.

Ribeiro ve ark.?®*, gelistirdikleri nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 icin 3 farkh
sicaklikta (4°C, 25°C ve 45°C) 60 giin boyunca stabilite ¢calismasini gerceklestirmisler,
damlacik boyutu, PDI, zeta potansiyel ve pH degerlerindeki degisimleri incelemislerdir.
Bu siire boyunca, 4°C’de saklanan nanoemiilsiyon formiilasyonu damlacik boyutunu
korurken, 25 °C ve 45 °C’de saklanan Ornegin damlacik boyutunda ise 60 giiniin
sonunda anlaml bir artis meydana gelmistir. Damlacik boyutundaki degisime ragmen
formiilasyonun damlacik boyutu nano-boyutta kalarak nanoemdiilsiyon 06zelligini
korumus ve makroskobik olarak herhangi bir degisim meydana gelmemistir.

Bernardi ve ark.’®® hazirladiklar1 nanoemiilsiyon formiilasyonu icin stabilite
calismasint 5 °C, 25 °C ve 40 °C’de gergeklestirmis ve 90 giin boyunca damlacik
boyutu ve pH degerleri saptanmistir. Buna gore, 90 giin boyunca tiim sicakliklarda
damlacik boyutu agisindan anlaml bir degisimin gbzlenmedigi, pH degerinin ise sadece
40 °C’de 90. giinde anlaml1 bir sekilde diistiigii, diger kosullarda ise anlaml1 bir degisim
gostermedigi ve dolayisiyla stabil bir nanoemiilsiyon formiilasyonu hazirlandigi ifade
edilmistir. 5 °C ve 25 °C’deki sicakliklarda, 90 giinliik stabilite calismas1 boyunca
hazirladiklar1 nanoemiilsiyonun polidispersite indeksinin 0.2'nin altinda kaldig1 (diisiik

polidispersiteye sahip) ve stabilitesini korudugu belirtilmistir. Ayrica, 1.0'a yakin
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polidispersite degerlerinin ise sistemin polidispers bir sistem oldugunu gosterecegi
bilgisi de verilmistir.

Diger bir calismada ise, silimarin igeren nanoemiilsiyon formiilasyonu igin
stabilite ¢alismast 5°C ve 25°C’de 90 giin boyunca gerceklestirilmistir.
Nanoemiilsiyonun damlacik boyutu ve viskozitesi takip edilmistir. Damlacik boyutu ve
viskozite degerlerinde 6nemli bir degisiklik gézlemlenmedigi ve silimarinin oral olarak
uygulanmasi i¢in uygun, stabil bir emiilsiyon hazirlandigi raporlanmlstlr.zs3

Secvikova ve ark.?®* HLB ve yag:su orammin nanoemiilsiyon stabilitesine
etkisini inceledikleri caligmalarinda, hazirladiklar1 formiilasyonlar1 4 °C, 25 °C ve 35
°C’de tutarak nanoemiilsiyonlarda meydana gelen ayrismayr degerlendirmislerdir.
Sicaklik artisina bagl olarak ayrigmanin hizlandigi, 4 °C’de saklanan nanoemiilsiyonun
ise 43 giin boyunca stabil kaldig1 raporlanmistir.

Sulaiman ve ark.?® tarafindan, “Clinacanthus nutans” yaprak ekstresini i¢eren
nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlanmig ve formiilasyonun viskozitesi ksantan
zamki kullanilarak artirilmistir. 25 °C’de, 90 giin boyunca yapilan stabilite calismast
sonucunda nanoemiilsiyon damlacik boyutunun “Oswalt ripening” etkisi sonucu arttig1
ancak hala nano-boyut araliginda oldugu, ayrica, zeta potansiyel degerinin de artig
gosterdigi, sonu¢ olarak stabil bir nanoemiilsiyon formiilasyonu hazirlandigi
bildirilmistir.

Liang ve ark.?®® tarafindan hazirlanan (nane esanst ile orta zincirli triagilgliserol
karisimi kullanilmig) nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin damlacik boyutunun 25 °C’de
30 giin boyunca saklandiginda arttig1 ancak, kremalagsma veya faz ayrimimin meydana
gelmedigi bildirilmistir. Viskozite degisimi incelendiginde ise viskozite degerlerinde
diisiis meydana geldigi ancak formiilasyonlarin psddoplastik akis 6zelliklerini korudugu

raporlanmistir.
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B-NEJ ve DZ-NEJ formiilasyonlar1 i¢in 4 °C ve 25 °C’de gerceklestirdigimiz
stabilite ¢alismasinda ise damlacik boyutlarinda (DBb) artis oldugu ve istatistiksel
olarak bu artisin anlamli oldugu (p<0.05; her iki formiilasyon i¢in de 30. giinde, DZ-
NEJ formiilasyonu i¢in ise 90. giinde 6l¢iillen damlacik boyutlar1 hari¢; Tablo 4.13)
goriilmiistiir. Ancak, damlacik boyutlarinin hala nano-boyut araliginda (yaklagik 191-
365 nm) oldugu saptanmistir. Bu iki formiilasyonun, ayni zaman noktalar1 i¢in 4 °C ve
25 °C’deki damlacik boyutlar1 karsilastirildiginda, sicaklik artisinin damlacik boyutu
degisiminde etkili olmadigi goriilmistir. B-NEJ ve DZ-NEJ formiilasyonlarinin
polidispersite indekslerindeki degisim incelendiginde ise her iki saklama sicakliginda da
bu degerlerde anlamli bir artis oldugu gozlemlenmistir (p<0.05; Tablo 4.13). Her iki
formiilasyonun polidispersite indeks degerlerinin <0.5 oldugu saptanmistir. B-NEJ ve
D-NEJ formiilasyonlarmin 4 °C ve 25 °C’de zeta potansiyel degerlerinin 7. Giin
itibariyle anlamli bir sekilde degiserek arttigi (p<0.05) ve formiilasyonlarin her iki
sicaklik kosulunda da zeta potansiyel degerlerinin 90 giin boyunca yaklagik 20-40 mV
araliginda degistigi saptanmistir (Tablo 4.15). Stabilite ¢alismasinda, B-NEJ ve DZ-NEJ
formiilasyonlarinin pH degerlerindeki zamana bagli degisim her iki sicaklik kosulunda
incelendiginde ise 90 giin boyunca meydana gelen degisimlerin istatistiksel olarak
anlamsiz oldugu tespit edilmistir (p>0.05). Nanoemiilsiyon bazli jel formiilasyonlarinin
viskoziteleri, 4 °C ve 25 °C’de formiilasyonlarin viskozite degerleri (en uygun tork
degerinin saglandigi 112.5 sn™ kayma hizinda degerlendirildiginde) arasinda zamanla
anlaml1 bir degisim olmadig1 belirlenmistir (p>0.05; Tablo 4.17).

Nanoemiilsiyon bazli jeller i¢in 6nemli kisitlardan biri nanoemiilsiyon fazinin
“Oswalt Ripening” etkisi nedeniyle stabilite kaybina ugrayabilmesidir. Cogu durumda,
nanoemiilsiyonlarin kullanimdan kisa bir siire 6nce hazirlanmasi gerekebilir. Jel fazinin

stabilitesi ise Onemli olan diger bir konudur. Jellestirme ajanlarinin ¢ogu pH ve

138



sicakliga kars1 oldukca hassastir. Sicaklik ve pH degisimleri jel yapisinin kaybina yol
acabilir. Nanoemiilsiyon bazli jel formiilasyonlar1 i¢in uygun stabilitenin saglanmasi
icin ylizey aktif maddenin/yardimci ylizey aktif maddenin ve jellestirme ajaninin dogru
tip ve miktarlarda secilmesi de ¢ok onemlidir.?%

Dhawan ve ark.**' hazirladiklari piroksikam igeren nanoemiilsiyon bazli jel
formiilasyonlar1 icin stabilite c¢alismasin1 4 °C ve 25 °C’de 90 giin boyunca
gerceklestirmisler ve pH degerleri, etkin madde igerigi, faz ayrimi ve seffaflik acisindan
formiilasyonun stabil oldugunu bildirmisglerdir.

Diger bir ¢alismada, jellestirme ajani olarak Carbapol kullanilarak hazirlanan
nanoemulsiyon bazli jel formiilasyonlarinin stabilitesi 4 °C, 25 °C ve 40 °C’de 12 ay
boyunca degerlendirilmistir. Viskoziteyi artirmak amaciyla ilave edilen jellestirme
ajaninin damlacik boyutu {izerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu, hazirlanan
formiilasyonun zeta potansiyel degerleri, damlacik biiyiikliigii ve biiyiikliik dagilimi
acisindan 12 ay boyunca anlamli bir degisim gostermedigi bildirilmistir.?’

Jellestirme ajani olarak %]1 Carbopol 934 kullanilarak hazirlanan dutasterid
iceren nanoemiilsiyon bazli jel i¢in stabilite ¢alismasit 3 ay boyunca 4 °C and 25 °C’de
gerceklestilmistir. Her iki sicaklik kosulunda da damlacik boyutu ve viskozitenin hafif
bir sekilde arttig1 ancak istatistiksel olarak onemli bir farkin olusmadigi bildirilmistir.
Bu nedenle, fiziksel olarak stabil bir formiilasyon hazirlandig1 ve ayrica, 3 aylik siire
boyunca formiilasyon halinde dutasterid maddesinin degredasyonunun en yavas halde
gerceklestigi ve bu durumunda maddenin formiilasyondaki kimyasal stabilitesinin bir
gostergesi oldugu ifade edilmistir.?%®

Klasik emiilsiyonlarin (B-KE ve DZ-KE) her iki saklama sicakliginda da D[4,3]

damlacik biiyiikliiglinlin zamanla ve sicaklik artisi ile arttigi (B-KE icin 4 °C’de 3. giin

ve D-KE i¢in 25 °C’de 7. giin dl¢limii hari¢) ve bu artisin anlamli oldugu goriilmiistiir
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(p<0.05; Tablo 4.14). Klasik emiilsiyonlarin damlacik biiylikliigii dagilimini belirleyen
span degerleri her iki saklama sicakliginda incelenmis ve span degerlerindeki degisimin
de anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05; Tablo 4.14). B-KE ve DZ-KE
formiilasyonlarinin zeta potansiyelleri degerlendirildiginde, her iki sicaklik kosulunda
zamanla zeta potansiyel degerlerinde diisiis oldugu (Tablo 4.15), 4°C’de her iki
formiilasyon iginde zeta potansiyel degerlerinde zamanla saptanan diisiisilin istatistiksel
olarak anlamsiz oldugu (p>0.05; B-KE i¢in 7 glinde saptanan diisiis hari¢) bulunmustur.
25 °C’de ise B-KE formiilasyonu i¢in 3. gilinde zeta potansiyelde goriilen diisiis
anlamsiz (p>0.05) bulunurken 7. giindeki diisiis anlaml1 bulunmustur (p<0.05); DZ-KE
formiilasyonu iginse 3. ve 7. giinlerde saptanan diistisler anlamlidir (p<0.05). Bu
formiilasyonlarin viskoziteleri, 1500 sn™ kayma hizinda (en uygun tork degerinin
saglandigl) degerlendirilmis (Tablo 4.17) ve her iki saklama sicakliginda saptanan
viskozite degerleri arasindaki farkin (zamanla ve sicaklik etkisiyle olusan) istatistiksel
olarak anlamsiz oldugu saptanmistir (p=0.05). Faz ayrimi nedeniyle her iki sicaklik
kosulunda B-KE ve DZ-KE formiilasyonlarinin pH degerleri sadece 7 giin 6lcililmiis
(Tablo 4.16) ve pH degerlerinde anlamli bir degisim olmadig1 saptanmstir (p>0.05).
Vitamin E igeren klasik emiilsiyon (ortalama damlacik boyutu: 1285 nm) ve
nanoemiilsiyon (ortalama damlacik boyutu: 277 nm) formiilasyonlarinin hazirlandig: bir
calismada, emdiilsiyon ve nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 bir ay boyunca farkli
sicakliklarda (5 °C, 25 °C ve 40 °C) tutularak stabiliteleri incelenmistir. Bir
emiilsiyonun uzun siireli stabilitesinin (diger bir deyisle, emiilsiyonun raf émrii boyunca
stabil kalmasinin) formiilasyon gelistirilmesi asamasindaki en 6nemli faktorlerden birisi
oldugu, bu nedenle, saklama siiresinin (30 giin) ve sicakligin (4, 25 ve 40 °C) klasik
emiilsiyon ve nanoemiilsiyonun stabilitesi {izerindeki etkilerinin incelenmesi amaciyla

sadece damlacik biiyiikliigiiniin degerlendirildigi belirtilmistir.?®® Bir aylik siire sonunda
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her ti¢ sicaklik kosulunda nanoemiilsiyonun gozlenen ortalama damlacik biiyiikliigiinde
belirgin bir artis oldugu (damlacik biyiikligiiniin 277-307 nm araliginda degistigi),
damlacik boyutundaki bu artisin, flokiilasyon, koalesens ve “Ostwald ripening” etkisi
gibi mekanizmalarla iliskili olabilecegi ifade edilmistir. Klasik emiilsiyon damlacik
biiyiikliikleri ise bir aylik siire sonunda 1253 nm (4 °C), 988 nm (25 °C) ve 537 nm (40
°C) olarak tespit edilmistir. Damlacik biiytkliiklerindeki bu kii¢lilmenin ¢6ziinme
mekanizmasi ve yag molekiillerinin emiilsiyon damlaciklarindan yiizey aktif madde
miselleri igerisine hareketinin bir sonucu olabilegi ifade edilmistir. Sicakligin diismesi
ile ¢ozliinme hizinin diistiigli ve misel icerisine hareketin ise daha uzun siirede
gerceklestigi belirtilmis‘[ilr.289

Emiilsiyon sistemlerinde saklama kosullarina bagli olarak goriilebilen damlacik
biiyilikliigiindeki kii¢lilmenin emdiilsiyon damlaciklarindan misellere dogru olan yag
molekiilii hareketinin, damlacik biiyiikliigiinde goriilebilen artisin ise “Ostwald
Ripening” etkisinin veya koalesensin bir sonucu olarak ortaya ¢ikti§i Ziani ve ark.”
tarafindan ifade edilmistir.

Hashtjin ve ark.?! %1 portakal kabugu yagi ve %2 Tween 80 igeren
nanoemiilsiyonlar1 ultrasonikasyon teknigi ile hazirlamiglar ve 12 hafta boyunca 5 °C,
25 °C ve 45 °C sicakliklarda saklayarak bekletme zamani ve sicakligin damlacik
biiyiikliigli, damlacik biiyiikliigi dagilimi ve viskozite {izerine olan etkilerini
incelemisglerdir. 25 °C’de bekletilen formiilasyonun damlacik biiyiikliigiinde, 4. ve 8.
haftalarda anlamli bir diisiis oldugu goriilmiis, 12 haftada ise degerin tekrar artis
gosterdigi ve 0. giin ile kiyaslandiginda farkin anlamli olmadigi sonucuna ulasilmistir.
Benzer sonu¢ 5 °C’de saklanan formiilasyon i¢in de elde edilmis, ancak 45 °C’de
saklanan formiilasyonun damlacik biiytlikliigliniin genel olarak artig gosterdigi tespit

edilmistir.* Sicakligin etkisi degerlendirildiginde, 5 °C ve 25 °C’de saklanan
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formiilasyonlarin damlacik biiyiikliiklerinin, 45 °C’de saklanan formiilasyona gore daha
disik oldugu saptanmistir. Bekletme siiresinin  PDI  degerlerine  etkisi
degerlendirildiginde, 4. ve 8. haftalarda PDI degerinin azaldigi, 12. haftada ise tekrar
artig gosterdigi gorlilmiistiir. En kiicik PDI degerleri ise 25 ©°C’de bekletilen
nanoemiilsiyon fomiilasyonlar1 i¢in saptanmistir. Formiilasyonlarin zeta potansiyelleri
degerlendirildiginde hem sicaklik hem de bekletme siiresinin degerleri anlamli sekilde
degistirdigi  yazarlar  tarafindan  bildirilmistir.  Hazirlanan  formiilasyonlarin
viskozitelerinin her ii¢ sicaklikta da Newtonian akis Ozelliklerini devam ettirdikleri, 5
°C ve 25 °C’de saklanan formiilasyonlarin fiziksel stabilitelerini koruduklari ve
farmasotik tasiyici sistem olarak kullanilabilecekleri bildirilmistir.?**

Stabilite ¢alismamiz kapsaminda, zamana ve sicakliga bagl olarak etkin madde
miktarinda meydana gelen degisim gade saptanmustir (Tablo 4.18). 4 °C’de, DZ-NE
formiilasyonunda kalan etkin madde yiizdesi 3., 7. ve 15. giinlerde yaklasik >%96 iken
(giinler arasindaki fark anlamsizdir; p>0.05) DZ-NEJ formiilasyonunda ise >%98’dir
(glinler arasindaki fark anlamsizdir; p>0.05). 25 °C’de, DZ-NE formiilasyonunda kalan
etkin madde yiizdesi 3., 7. ve 15. giinlerde yaklagik >%90 iken (gilinler arasindaki fark
anlamsizdir; p=0.05) DZ-NEJ formiilasyonunda ise >%92 (giinler arasindaki fark
anlamsizdir; p=0.05). Her iki sicaklik kosulunda bu iki formiilasyonda mevcut olan
etkin madde yiizdesi 30., 60 ve 90. giinde ilk giine gére anlamli bir sekilde azalmigtir
(p<0.05) ve mevcut olan etkin madde yiizdesi 30. giinde yaklasik >%83 ve 60. giinde
ise >%63 olarak saptanmistir. 4 °C’de DZ-NE ve DZ-NEJ formiilasyonlarinda mevcut
olan etkin madde yiizdesi 90. giinde sirasiyla %64.189+1.045 ve 9%65.902+0.434°¢
diiserken, 25 °C’de ise sirasiyla %59.733+0.515 ve %61.357+£0.535’e¢ dismiistiir.
Sicaklik artisi ile etkin madde yiizdesinde azalma oldugu goriilmektedir (p<0.05). DZ-

NEJ formiilasyonundaki etkin madde yiizdesi her iki sicaklik kosulunda da DZ-NE
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formiilasyonuna goére biraz yiiksek olmasina ragmen, bu iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.05). DZ-KE formiilasyonunda kalan etkin
madde yiizdesi sadece 7 giin izlenebilmistir. Her iki sicaklik kosulunda da DZ-KE
formiilasyonundaki etkin madde yiizdesinde ilk giine gore 3. ve 7. giinlerde anlamli bir
diisiis gozlenmemistir (p>0.05).

DZ’nin stabilitesi ile ilgili literatiirde az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Rostagno

ve ark.?%?

tarafindan soya fasulyesi ekstresindeki izoflavonlarin ve standart ¢ozeltilerin
kisa siireli stabiliteleri farkli sicakliklarda (-20 °C, 5 °C, 10 °C, 25 °C ve 40 °C) ve 151k
altinda (%0 ve %100) 1-7 giin siireyle incelenmistir. izoflavonlarin (DZ, genistein,
glisitein ~ vb.) miktar tayini i¢in HPLC kullamlmistir. DZ ve glisitein
konsantrasyonlarinin 151k yoklugunda 25 °C’de saklama ile degismedigi ancak 1s1k
varlifinda 6nemli derecede azaldigi saptanmistir. Sicakligin, izoflavonlarin stabilitesi
acisindan 6nemli oldugu, ekstrelerin ve standart ¢ozeltilerin saklama siiresini dnemli
derecede etkiledigi, izoflavonlarin konsantrasyonlarinda 6nemli bir degisim (<%S5)
olmadan -20 °C’de ekstre ve standart g¢ozeltilerin 30 giin, 5-10 °C’de ise 7 giin
saklanabilecegi raporlanmistir. 10 ve 25 °C’de DZ miktar1 151k yoklugunda sirasiyla
yaklasik % 100 ve 99.8 iken 151k varlifinda sirasiyla yaklagik %99.9 ve %77 olarak
saptanmustir. Izoflavonlarin 10 °C’nin altindaki sicakliklarda ve 1siktan korunarak
saklanmalar1 gerektigi belirtilmistir. Bu kosullar altinda ekstrelerin bir haftaya kadar
onemli derecede degredasyona (izoflavonlar ag¢isindan) ugramadan saklanabilecegi
ifade edilmistir.

Ungar ve ark?® tarafindan da DZ’nin ve genisteinin termal stabilitesi
incelenmistir. DZ’nin ve genisteinin iki farkli pH’ya (pH 7 ve 9) sahip cozeltileri

hazirlanmis ve farkli sicakliklarda (70 °C, 80 °C, 90 °C ve 120 °C) stabilitesi

degerlendirilmistir. Izoflavonlar igin degredasyonun 1. derece kinetikle gerceklestigi,
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90°C’de daidzeinin pH 7 ve 9 ortamlarindaki ¢6zeltileri i¢in bulunan Ea (aktivasyon
enerji) degerlerinin sirastyla 21.69 kcal/mol ve 8.38 kcal/mol oldugu saptanmustir.
DZ’nin ve genisteinin yiiksek sicakliklara maruz kaldiginda degredasyona ugradigi,
alkali ¢ozeltilerde DZ’nin genisteine (~%60 azalma) gore termal uygulamadan (120 °C,
20 dakika) daha az etkilendigi ve DZ’nin konsantrasyonunda %15 gibi kiiciik bir
azalmanin gergeklestigi goriilmiistiir. Ancak, DZ’nin notral pH’da ise genisteine gore
daha az stabil oldugu ve DZ igeriginde %40’a varan bir azalmanin gerceklestigi
belirtilmistir.

Bununla birlikte, Nemitz ve ark.**"nin yaptiklar1 bir ¢alismada ise izoflavonlar
bakimindan (aglikon yapidaki) zengin soya ekstresini igeren nanoemiilsiyon ve
nanoemiilsiyon bazli jel formiilasyonlar1 hazirlanmis ve izoflavonlarin (DZ, glisitein,
genistein) stabilitesi degerlendirilmistir. Hazirlanmis olan standart ¢ozeltilerin stabilitesi
(asidik, alkali ve ndtral kosullarda, oksidasyon ve termal stres acisindan)
degerlendirilmistir. 25 °C ve 60 °C’de 6 saatlik maruziyet sonrasinda oksidatif, asidik
ve nétral kosullarda izoflavonlarda onemli bir degisim olmadig1 saptanmistir. Farklh
matrislerdeki ekstre stabilitesi ise 25 °C’de 48 saat siireyle incelenmis, bu siire sonunda
tiim matrislerdeki DZ, genistein ve glisitein miktarlarinin degigsmedigi ve % 99.45 ile %
101.99 arasinda kaldig1 saptanmustir.

Calismamizda  formiilasyonlarin  stabilite = g¢aligmasi  genel  olarak
degerlendirildiginde, 4 °C’de saklanan formiilasyonlarin daha stabil oldugu
gorilmektedir.

Alzorgi ve ark.?®, B-D-glukan igeren nanoemiilsiyonlarda yaptiklari stabilite
caligmalarinda, 4 °C ve 25 °C’de saklanan formiilasyonlarin stabilitelerini 90 giin

boyunca izlemisler, damlacik boyutu ve PDI degerlerindeki degismenin daha az oldugu,
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aktif maddenin daha stabil kaldig1 4°C’nin formiilasyonun saklanmasi agisindan daha
uygun oldugu sonucuna ulagmislardir.

Hazirladigimiz NE ve NEJ formiilasyonlari, stabil bir formiilasyon i¢in gerekli
zeta potansiyel degerlerini 90 giin boyunca saglamiglardir. Ayrica, bu siire boyunca
damlacik biiyiikliigii “nano” araliginda kalmistir. Derinin pH’s1, bireyin yasina ve viicut
bolgesine bagl olarak 4-6 araliinda degismektedir. Deride iritasyon ve buna baglh
olarak enfeksiyon olugmamasi amaciyla formiilasyon pH’smnin bu aralikta olmasi
gerekmektedir.”* Hazirladigimiz formiilasyonlarin pH’s1 stabilite ¢alismasi boyunca bu
aralikta kalmistir. Stabilite caligsmasi sonucunda, KE formiilasyonlarina gore fiziksel
olarak daha stabil ve etkin madde stabilitesinin uzun siireli olarak korunmasi agisindan
cok daha {istlin olan NE ve NEJ formiilasyonlarinin bu ¢alisma kapsaminda hazirlandigi
tespit edilmistir.

Calismamizda, kolorimetrik bir yontem olan MTT kullanilarak sitotoksisite
testleri melanoma (SK MEL30-An1) ve dermal fibroblast (PCS-201-012, normal) hiicre
hatlarinda gerceklestirilmistir. Yapilan literatiir taramasinda, SK MEL30 ve PCS-201-
012 hiicre hatlarinda daidzein ile ilgili yapilmis bir ¢aligma bulunamamustir.

Casagrande and Darbon®® insan melanoma hiicrelerini (OCM-1) kullanarak bazi
flavonoidlerin  hiicre proliferasyonu ve hiicre dongilisii iizerindeki etkilerini
arastirmislardir. Hiicre kiiltiirii ¢alismasinda 6rnekler %0.1 oraninda DMSO igeren
ortamda hazirlanmistir ve hiicreler Orneklerle 48 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Yapilan bu ¢alismada, yapidaki OH grubu pozisyonunun ve benzopiron
halkasinin antiproliferatif etki tizerinde 6nemli bir etki yaptig1 bu nedenle 1Cso degeri 9-
19 uM olan flavon, falvonol gibi ¢ok aktif bilesikler (A halkasinin 5. pozisyonunda OH
tagidiklarindan dolay1l) ve ICsg degeri 60-100 uM olan DZ (A halkasinin 5.

pozisyonunda OH tasimadigindan dolay1) gibi daha diisiik aktiviteli bilesiklerin farkl
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mekanizmalarla hiicre biiylimesini ve hiicre dongiisiinii etkiledigini gostermislerdir. 100
ve 150 uM DZ’nin sirastyla %20 ve %25 oraninda hiicre 6liimiine neden oldugu, hiicre
dongiisiinii G1'de durdurdugu ve siklin-bagimli kinazlardan olan CDK2 aktivitesini
%40-60 oraninda inhibe ettigi gosterilmistir.

2% DZ’nin B16 melanoma hiicrelerindeki sitotoksik etkilerini

Chang ve Tsali
incelemek tizere 0.1, 1, 10, 25, 50, 100, or 200 uM dozlarda calismislar, 72 saat
inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile hiicre canliligini tespit etmislerdir. Elde ettikleri
deney sonuglarma gore, 50 uM'dan daha az konsantrasyonlarda DZ uygulandiginda
hiicre canliliginin % 95'in tlizerinde devam ettigi, daha diisiik konsantrasyonlardaki
DZ’ye kiyasla 50 uM DZ uygulandiginda da hiicre canliliginda belirgin bir degisimin
olmadigi goriilmiistiir. Ayrica, 100 ve 200 uM DZ konsantrasyonlari ile ¢alisildiginda
ise sirastyla yaklasik %20 ve %40 oranlarinda bir hiicre 6limiiniin gerceklestigi
saptanmistir.

Bu caligmalar dogrultusunda, hiicre kiiltiirii ¢alismamiz i¢in uygulanacak DZ
konsantrasyonlar1 90, 180 ve 270 uM olarak belirlenmistir.

Melanoma hiicreleri tizerindeki etkinligin degerlendirilmesi amaciyla SK MEL
30 hiicre dizisi, farkli konsantrasyonlardaki saf DZ ¢ozeltilerine, hazirlanan etkin madde
iceren ve icermeyen formiilasyonlara 24 ve 48 saat siireyle maruz birakilmistir.
Hiicrelerin canliligit MTT testi kullanilarak tespit edilmis ve sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Her iki siire i¢cinde, kontrol gruplar1 (K1 ve K2) arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05, Sekil 4.41-Sekil 4.42). Aym sekilde,
etkin madde icermeyen formiilasyonlar (bos formiilasyonlar) ile kontrol grubu arasinda
da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). 24 saat inkiibasyon

sonrast (Sekil 4.41) elde edilen sonuglar agisindan bakildiginda, saf DZ ¢ozeltileri ve

tim formiilasyonlarin (tiim DZ konsantrasyonlarinda) kontrol grubu ve bos
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formiilasyonlara gore sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir. Ancak, yapilan istatistiksel
degerlendirmede 90 uM i¢in tiim formilasyonlar kendi kontrolleri olan bos
formiilasyonlari ile karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark olmadig1 saptanmistir
(p>0.05), 180 uM i¢inse D-NE ve DZ-NEJ formiilasyonlar1 B-NE ve B-NEJ
formiilasyonlarina gore anlamli bir etki gosterirken (p<0.05) D-KE formiilasyou ile B-
KE formiilasyonu arasinda anlamli fark olmadigi saptanmistir (p>0.05). 270 uM ig¢in
bakildiginda ise tim DZ igeren formiilasyonlar bos formiilasyonlarina gére anlamli bir
sitotoksik etki gostermistir (p<0.05). Saf DZ ¢ozeltileri ise 90 uM konsantrasyon harig
kontrol grubuna gore anlamli bir sitotoksik etki olusturmustur (180 ve 270 uM igin
p<0.05). Saf DZ ve etkin madde igeren formiilasyonlar arasinda sitotoksik etki
acisindan karsilastirma yapildiginda ise sadece 270 uM DZ-NE formiilasyonu ile 270
uM saf DZ arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Diger
konsantrasyonlardaki NE, DZ-NEJ ve KE formiilasyonlar1 ile saf DZ arasinda anlaml
bir fark bulunmamistir (p>0.05). Her bir konsantrasyonda DZ-NE, DZ-NEJ ve DZ-KE
formiilasyonlar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ise DZ-NE formiilasyonu i¢in %
hiicre canlilik degerleri daha diisiik tespit edilmesine ragmen formiilasyonlar arasinda
anlamli bir fark elde edilememistir (p>0.05). Konsantrasyon artisinin sitotoksik etki
tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadig: tespit edilmistir (p>0.05).

48 saat inkiibasyon sonrasi ise (Sekil 4.42), DZ-NE formiilasyonu ile B-NE
formiilasyonu arasinda tiim konsantrasyonlarda karsilastirma yapildiginda DZ-NE’nin
tiim konsantrasyonlarda bos formiilasyonuna gore anlamli bir sitotoksik etki gosterdigi
(p<0.05), DZ-NEJ ve DZ-KE formiilasyonlar1 i¢inse 90 uM’lik konsantrasyonlari harig
kendi bos formiilasyonlarina gore anlamli bir sitotoksik etki olusturduklari tespit
edilmistir (p<0.05). Saf DZ (tiim konsantrasyonlarda) ise kontrol grubuna gére 90

uM’lik konsantrasyon harig istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksik etki olusturmustur
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(p<0.05). Saf DZ ile DZ-NE gruplar karsilastirildiginda ise DZ-NE formiilasyonunun
180 puM hari¢ diger konsantrasyonlarda Saf DZ’ye gore daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi saptanmistir (p<0.05). DZ-NEJ ve DZ-KE formiilasyonlar1 ile saf DZ
karsilastirildiginda ise tiim konsantrasyonlar i¢in gruplar arasi farkliligin anlamli oldugu
tespit edilmistir (p<0.05). Saf DZ, DZ-NE, DZ-NEJ ve DZ-KE formiilasyonlar1 igin
konsantrasyon artisinin sitotoksisite iizerindeki etkisi karsilastirildiginda ise 90 ile 180
uM’lik konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken
(p>0.05), 180 ile 270 uM’lik konsantrasyonlar arasinda ise anlamli bir fark oldugu
saptanmigtir  (p<0.05). Her bir konsantrasyonda DZ-NE, DZ-NEJ ve DZ-KE
formiilasyonlar1 kendi aralarinda karsilastirildiklarinda ise DZ-NE formiilasyonu i¢in %
hiicre canlilik degerleri daha diisiik olarak saptanmasina ragmen sadece 270 puM’lik
konsantrasyon i¢in DZ-NE ile DZ-NEJ ve DZ-KE formiilasyonlari arasinda anlamli bir
fark tespit edilmistir (p<<0.05). Zamana bagh etki degerlendirildiginde ise, sadece 270
uM’lik konsantrasyon acisindan saf DZ’ye ve tiim etkin madde iceren formiilasyonlara
maruziyet siiresinin uzamasiyla % hiicre canlilik degerlerinde anlamli bir diisiisiin
oldugu (p<0.05), diger konsantrasyonlarda goriilen diisiisiin ise istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 saptanmistir (p=>0.05).

Genistein ve DZ’nin farkli tiimor hiicre hatlarinda hiicre biiylimesini inhibe ettigi
gésterilmistir.215’ 29729 Genistein ve DZ’nin iki farkli metastatik melanoma hiicre
hattinda [fare melanoma hiicreleri (K1735M2) ve insan melanoma hiicreleri (WM451 )]
hiicre biiyiimesi, hiicre dongiisii ilerlemesi ve farklilasmasi iizerindeki -etkileri
incelenmistir. Genisteinin, her iki melanoma hiicre hattinda hiicre biiylimesini doza
bagimli (30 ve 60 uM) bir sekilde inhibe edebilecegi bulunmus ve genisteinin her iki
hiicre hattinda hiicre dongiisiinii G (2)/M fazinda durdurdugu saptanmistir. 30 uM DZ

sadece KI1735M2 hiicrelerinin biiylimesini geciktirmis ancak WM451 hiicrelerinin
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bliylimesi iizerinde belirgin bir etki gostermemistir. DZ, K1735M2 hiicre hattinda hiicre
dongiisiinlin S fazinda hiicre sayisimi arttirirken, G (1) fazinda ise hiicre sayisini
azaltmistir. Genistein ve DZ’nin melanomanin bazi malign fenotiplerini farkl
mekanizmalarla inhibe edebilecegi ve melanoma kanseri tedavisi i¢in potansiyel adaylar
olabilecekleri ifade edilmistir.***

Bir DZ metaboliti olan 7,3',4'-trihidroksiizoflavonun UVB ile indiiklenen
melanoma olmayan cilt kanserine kars1 kimyasal koruyucu olarak etkili oldugu in vitro

120,300 \fetabolitin, Cot ve MKK4'e dogrudan baglanarak

ve in vivo olarak gosterilmistir.
bunlarin aktivitesini inhibe ettigi, UVB ile indiiklenen siklooksijenaz 2 (COX-2) 'nin
ekspresyonunu belirgin bir sekilde baskiladigi ve boylece tiimor ¢ogalmasini inhibe
ettigi gosterilmistir. DZ’nin biyotransformasyonu sonucu potansiyel bir kimyasal
koruyucu madde olarak cilt kanserinde kullanilabilecegi raporlanmugtir, 2% 3

Vilela ve ark.?® 451Lu ve A375 melanoma hiicrelerinde biyofermantasyon
yoluyla elde edilmis (BFSE) ve edilmemis (SE) soya fasiilyesi ekstrelerinin etkilerini
incelemislerdir. BFSE, SE’ye gore ¢ok yiiksek oranda izoflavon (yaklagik 50 kat DZ ve
42 kat genistein) icermektedir. Sitotoksisite calismasinda MTT kullanilmig, A375
hiicreleri i¢in 0-2.2 mg/mL ve 451Lu hiicreleri iginse 0-1.6 mg/mL ekstre
konsantrasyonlar1 ile caligilmistir. DMSO (tasiyic1) uygulanmis hiicrelerin % 100
yasadiginin kabul edildigi vurgulanmistir. 24 saat inkiibasyon siiresi ve farkli ekstre
konsantrasyonlarinda gergeklestirilen sitotoksisite testinde konsantrasyon artisina bagl
olarak her iki hiicre hattinda BFSE’nin etkili oldugu ve hiicre canliliginin azaldig:
gosterilmistir. BFSE 1Cso degerlerinin 451Lu hiicreleri i¢cin 0.8 mg/mL ve A375
hiicreleri i¢inse 1.7 mg/mL oldugu, SE’nin ise bu konsantrasyonlarda etkili olmadig:

raporlanmustir. Ileri ¢alismalarda, ok agresif olan A375 melanoma hiicreleri icin BFSE

konsantrasyonunun 1.5-1.9 mg/mL olarak secildigi ifade edilmistir. Ileri hiicre kiiltiirii
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caligmalar1 ile BFSE uygulanmas1 (1.5-1.9 mg/mL; 24 saat) sonras1 A375 hiicrelerinin
canliligindaki azalmanin apoptozun indiiksiyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir.
Ayrica, BFSE uygulanmasimin PARP boliinmesinin indiiksiyonu, kaspaz -3, -7 ve -8'in
aktivasyonu ve TRAIL ve onun reseptorii DR4'{in artmis ekspresyonu ile sonuglandigini
ortaya koymustur. Aym zamanda, BFSE’nin, IKK’nin fosforilasyonunu ve
aktivasyonunu, inhibitoér kappa Ba (IkBa) degradasyonunu, p65/NF-kB’nin ¢ekirdege
translokasyonunu artirdigi, BFSE ile indiiklenen A375 hiicrelerinin apoptozu i¢in NF-
kB yolagmin uyarilmasinin gerekli oldugu, soya fasulyesinin biyofermentasyonla
eldesinin ekstrenin antikanser etkisinde dnemli bir rol oynadigi raporlanmugtir.”*®

Bagka bir ¢alismada, UVB uygulanmamis BJ-5ta hiicreleri (insan deri fibroblast
hiicreleri) tizerinde daidzeinin DMSO igerisindeki farkli konsantrasyonlardaki
¢ozeltilerinin (10, 30, 60 uM) etkisi incelenmis ve hiicre canliligi iizerinde 10 ve 30 uM
konsantrasyonlarinin etkili olmadigi, 60 pM’1n ise anlamli bir degisime neden olmadig,
ancak, 60 uM DZ konsantrasyonunda COX-2 ve Gadd45 (DNA hasarmnm belirteci olan
genlerdendir) mRNA seviyelerinde bir artig oldugu, daha diisiik konsantrasyonlarda ise
anlamli bir degisimin olmadigi belirtilmistir. %!

Diger bir ¢aligmada, DZ’nin farkli konsantrasyonlarinin (0, 6.25, 12.5, 25, 50,
and 100 pmol/L) MDA-MB-231 hiicreleri (meme karsinoma hiicreleri) iizerindeki
sitotoksik etkisi 24 ve 48 saat inkiibasyon sonrast MTT yontemi ile saptanmistir. 24 saat
inkiibasyonda konsantrasyon artigina bagli olarak hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonunda
anlaml bir degisim olmadigi, 48 saat inkiibasyonda ise konsantrasyon 50 pmol/L’den
100 pumol/L’ye ¢ikarildiginda anlamli bir inhibisyon etkisi elde edildigi bildirilmistir. 48
saat inkiibasyon sonrasi elde edilen sonuglardan DZ icin 1Csp degeri 65+15 pmol/L

olarak saptanm1§‘[1r.302
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DZ’nin meme kanseri hiicreleri ilizerindeki sitotoksik etkisinin inclendigi bir
calismada DZ ornekleri %1 DMSO igeren ortamda hazirlanarak hiicrelerin iizerine ilave
edilmistir. Genisteine (ICsp: 6.5-12.0 ug/mL) gore DZ (ICsp: 20-34 pg/mL) hiicre
bliylimesinin inhibisyonunda daha zayif bir etkiye sahip oldugu ralporlanmlstlr.go3

Dermal fibroblast hiicreleri (normal) {izerindeki sitotoksik etkinin incelenmesi
amaciyla insan fibroblast (PCS-201-012) hiicre dizisi, farkli konsantrasyonlardaki saf
DZ ¢ozeltilerine, hazirlanan etkin madde igeren ve igcermeyen formiilasyonlara 24 ve 48
saat slireyle maruz birakilmistir. Hiicre canliligt MTT yontemi kullanilarak saptanmistir.
Calismamiz sonucunda, kullanilan tiim DZ konsantrasyonlarinda ve zaman bagl olarak
(saf DZ, etkin madde iceren ve igermeyen tiim formiilasyonlar agisindan) hiicreler
tizerinde anlamli bir sitotoksik etki olusmadigi (p>0.05) saptanmistir.DZ ve DZ’nin bir
metaboliti olan 6,7,4'-trihidroksiizoflavonun normal insan dermal fibroblast hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkilerinin incelendigi bir ¢calismada, hiicrelerin 6rneklerle (1, 10,
20, 40, 80 and 100 uM) 24 saat inkiibasyonu sonras1 % hiicre canlilig1 tespit edilmis ve
tim konsantrasyonlarda DZ’nin ve metabolitinin hiicreler iizerinde sitotoksik etki
gostermedigi saptanmls‘ur.304

Baska bir calismada, yenidogan insan deri fibroblast hiicreleri ile farkl
konsantrasyonlarda DZ (0.5 ug/mL, 5 pg/mL, 50 ug/mL ve 100 pg/mL) 24 veya 48 saat
stireyle inkiibasyona birakilmis ve daha sonra MTT yontemi ile % hiicre canlilig1 tespit
edilmistir. Kontrol grubuna gore hiicre canliliginda anlamli bir azalmanin meydana
gelmedigi ve diisiik DZ konsantrasyonlarinda >%90’1n {izerinde hiicre canliliginin
devam ettigi sadece 100 pg/mL konsantrasyonda DZ’nin nispeten diisiik bir
sitotoksisiteye neden oldugu gérﬁlmﬁstﬁr.305

Hiicre kiiltiirii ¢aligmamizin sonucu olarak, hazirlanan tiim formiilasyonlarin

melanoma hiicre hattina karst DZ’nin sitotoksik etkisini korudugu, genel olarak ise
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kiiciik damlacik biiyiikliigii ve salim 6zelliklerinden dolayr DZ-NE formiilasyonunun
sitotoksik etki acisindan diger formiilasyonlara gore biraz daha etkili oldugu
gorilmistir. Ayrica, saf DZ’nin ve tiim formiilasyonlarin normal dermal fibroblast

hiicreleri tizerinde sitotoksik etki gostermedigi de saptanmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada DZ iceren NE ve NEJ formiilasyonlar1 basarili bir sekilde
hazirlanarak in vitro karakterizasyon galismalar1 ger¢eklestirilmistir.

DZ miktar tayini i¢in HPLC yontemi gelistirilmis ve analitik yontem
validasyonu (gegerlilik testleri) yapilmustir.

Damlacik biiytkligi ve zeta potansiyel degerleri, B-NE ve DZ-NE
formiilasyonlar1 i¢in sirasiyla 151.12+2.70 ve 149.80+£3.52 nm ve -
22.57+0.78 ve -19.32+1.06 mV; B-NEJ ve DZ-NEJ i¢in 191.48+£5.26 ve
200.25£11.09 ve 18.67+0.59 ve 19.35+£0.66 mV; B-KE ve DZ-KE i¢in
2.830+0.011 ve 4.4204+0.017 pm ve -15.50+0.75 ve -14.67+0.43 mV olarak
tespit edilmistir.

Hazirlanan formiilasyonlarin cilt ile uyumlu pH degerlerine (pH 4.53-5.54)
sahip oldugu saptanmustir.

Protasan™ UP G 213 varliginda B-NEJ ve DZ-NEJ i¢in pozitif zeta
potansiyel degerleri elde edilmis ve NE formiilasyonlar1 ile
karsilastirildiginda 6nemli bir viskozite artist saglanmistir.

KE formiilasyonlarina gore daha stabil olan NE ve NEJ formiilasyonlar
hazirlanmis ve bu formiilasyonlardan DZ salimi 0. derece Kinetikle
gerceklesmistir.

Hazirlanan tiim formiilasyonlarin melanoma hiicre hattina karst DZ’nin
sitotoksik etkisini korudugu saptanmaistir.

Saf DZ’nin ve tiim formiilasyonlarin normal fibroblast hiicreleri iizerinde
sitotoksik etki gdstermedigi tespit edilmistir.

Bu c¢alismanin devami olarak genistein ve DZ’nin metabolitlerini birarada

iceren NE ve NEJ formiilasyonlar1 hazirlanabilir.
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» NEJ formiilasyonlarinin hazirlanmasi amaciyla farkl jellestirme ajanlar1 ve

konsantrasyonlar1 kullanilabilir.

» Hazirlanan NE ve NEJ formiilasyonlarinin cilt kanserine karsi etkinliginin

tayin edilmesi amaciyla hayvan ¢alismalar1 planlanabilir.
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Karar -06- Farmasitik Teknoloji Anabilim Dah 6gretim tiyesi Dog. Dr. Meltem CETINin
yirttiictltigiinde Farmasdtik Teknoloji Anabilim Dali Aragtrma Laboratuvarlaninda yiiriitiillecek
olan “Topikal Nanoemiilsiyon Formtilasyonlannin Gelistirilmesi ve In Vitro Degerlendirilmesi”
baghkh aragtirma ¢aligmas ile ilgili 21.05.2015 tarih ve 490 sayili yazisi ile ekleri goriigtldo.

Yapilan goriigmelerden sonra; adi gegen aragtirma galigmasinin yiiriitiilmesinin etik kurallanna
uygun olduunun mevcut oybirligi ile kabuliine karar verildi.
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