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KURKUMIN YUKLU TOPIKAL FORMULASYONLARIN
GELISTIRILMESI VE KARAKTERIZASYONU

OZET

Yaygin sekli ile zerdegal olarak bilinen Curcuma longa L.; rizomunda bulunan
biyoaktif bilesiklere, 6zellikle Kurkumin’e ve Turmeron’a atfedilen terapotik etkileri
ile taninmaktadir. Bu bilesikler; antienflamatuar, antioksidan ve anti-timor etkileri
dahil olmak tizere gesitli terapotik Ozellikler sergilemektedir. Bununla birlikte, bu
bilesiklerin topikal olarak uygulanmasi deri iizerinde irritasyona neden olma
konusunda énemli bir potansiyel tasimaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda, deride goriilen
irritasyon olasiliginin azaltilmasina yonelik Kurkumin ve Turmeron yiikli kati lipit
nanopartikiillerin gelistirilmesi amaglanmistir. Kati lipit nanopartikiil formiilasyonlari
yiiksek devirli homojenizasyon ve ultrasonikasyon yontemi kullanilarak hazirlanmig
ve yanit yiizey metodolojisi uygulanarak optimize edilmistir. Kati lipit Compritol®
888 ATO (gliseril behenat) ve yiizey aktif madde Plantacare® 810 (kapril glukozit)
miktarlar1 bagimsiz degiskenler, enkapsiilasyon etkinligi ve partikiil boyutu ise
yanitlar olarak belirlenmistir. Hazirlanan biitiin formiilasyonlara belirlenen kritik
parametreler onciiliinde deneysel tasarim ¢alismalar1i uygulanmistir. Kati lipit
miktarinin arttirilmasi, enkapsiilasyon etkinligi degerinde istatistiksel olarak anlamli
bir artisa yol agmustir. Yiizey aktif madde miktarinin artmasinin da enkapsiilasyon
etkinligini olumlu yonde etkiledigi goriilmiistiir. Partikiil boyutu incelendiginde ise,
Plantacare® 810 miktarindaki degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bir etki
gosterirken Compritol® 888 ATO miktarindaki degisikliklerin boyut iizerinde
istatistiksel olarak bir anlamlilik géstermedigi goriilmistiir. Optimize edilmis kat1 lipit
nanopartikiil formiilasyonu Kurkumin ve Turmeron i¢in yiiksek oranda enkapstilasyon
etkinligi gostermistir. Elde edilen nanopartikiillerin kiiresel ve homojen bir sekle sahip
oldugu gevresel taramali elektron mikroskobu goriintiileri ile dogrulanmistir. In-vitro
salim galigmasi igin sink kosullar1 saglanmis olup 24 saatlik salim siiresinin sonunda
Kurkumin ve Turmeron igin sirastyla % 71,32 + 3,73 ve % 67,23 + 1,64 oranlarinda
kiimiilatif salim elde edilmistir. Ayrica formiilasyonun stabilitesi fiziksel stabilite
testleri ile dogrulanmis ve 5 £ 3°C’de en az 60 giin boyunca formiilasyonun
saklanabilecegi gosterilmistir. Ozellikle, yeniden yapilandirilmis insan epidermal
modeli EpiDerm™ kullanilarak yapilan in-vitro deri irritasyon ¢alismasi neticesinde,
enkapsiile edilmemis Kurkumin ve Turmeron ile karsilastirildiginda Kurkumin ve
Turmeron yiikli kat1 lipit nanopartikiil ile irritasyon diizeyinde 6nemli bir azalma
oldugu ortaya konmustur. Bu bulgular, irritasyon diizeylerinin azaltilmasina yonelik
optimize edilmis kat1 lipit nanopartikiiliin Kurkumin’in ve Turmeron’un ¢esitli topikal
kullanimlari i¢in uygun bir tastyici sistemi oldugunu desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Kurkumin, Turmeron, Deri irritasyonu, Ug boyutlu yeniden
yapilandirilmis insan epidermal modeli, Kat1 lipit nanopartikiil, Yanit ylizey yontemi
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DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF CURCUMIN LOADED
TOPICAL FORMULATIONS

SUMMARY

Curcuma longa L., commonly known as turmeric, is renowned for its therapeutic
benefits attributed to bioactive compounds, namely Curcumin and Turmerone, present
in its rhizome. These compounds exhibit diverse therapeutic properties, including
antiinflammatory, antioxidant, and antitumor effects. However, the topical application
of these compounds has a significant potential for inducing skin irritation. This study
focuses on the development of Curcumin and Turmerone loaded solid lipid
nanoparticles intending to reduce irritation on the skin. Solid lipid nanoparticle
formulations were prepared by a method using hot homogenization followed by
ultrasonication procedures and optimized by applying response surface methodology.
The amounts of solid lipid Compritol® 888 ATO (glyceryl behenate) and surfactant
Plantacare® 810 (capryl glucoside) were determined as independent variables and
encapsulation efficiency and particle size were determined as responses. Experimental
design studies were applied to all prepared formulations under the premise of
determined critical parameters. It was observed that increasing the solid lipid level led
to a statistically significant increase in encapsulation efficiency, while increasing the
amount of surfactant positively affected the encapsulation efficiency. When the
particle size was analysed, it was observed that the changes in the amount of
Plantacare® 810 showed a statistically significant effect, while the changes in the
amount of Compritol® 888 ATO did not show a statistically significant effect on the
size. The optimized solid lipid nanoparticle formulation demonstrated high entrapment
efficiencies for Curcumin and Turmerone. The obtained nanoparticles were confirmed
to be spherical and uniform in shape via environmental scanning electron microscopy
images. The in vitro release study indicated cumulative releases of 71.32 + 3.73% for
Curcumin and 67.23 £ 1.64% for Turmerone after 24 hours under sink conditions.
Physical stability tests confirmed the stability of the formulation, allowing storage at
5+ 3°C °C for a minimum of 60 days. Notably, in-vitro skin irritation studies, utilizing
the reconstructed human epidermal model EpiDerm™, revealed a significant reduction
in irritation with the solid lipid nanoparticle containing Curcumin and
Turmerone compared to nonencapsulated Curcumin and Turmerone. These findings
support the optimized solid lipid nanoparticle as a suitable carrier system for various
topical uses of Curcumin and Turmerone by reducing irritation levels.

Keywords: Curcumin, Turmerone, Skin irritation, Three dimensional reconstructed
human epidermal model, solid lipid nanoparticle, Response surface methodology
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1. GIRIS

Curcuma longa L. bitkisinden izole edilen baslica biyoaktif bilesenler kurkuminoidler,
seskiterpenoidler ve turmeronlardir [1]. Curcuma longa L.'nin kurutulmus
rizomlarindan elde edilen Kurkumin, ¢esitli terapétik etkileriyle bilinen polifenolik bir
bilesiktir. Zerdegal bitkisinin birincil terap6tik bileseni olarak Kurkumin; antioksidan,
antienflamatuar, antimikrobiyal, antikanser, antipsoriatik ve yara iyilestirici aktiviteler

sergilemektedir [2, 3].

Deri yaslanmasi, deri enfeksiyonlari, akne, sedef, egzama, dermatit gibi iltihapl deri
hastaliklar1 ve deri kanserinde terapotik aktiviteleri sebebiyle topikal olarak
Kurkumin'den faydalanilmaktadir. Kurkumin’in deri tizerine ve deri hastaliklarina dair
yiiksek potansiyel tasiyan bir biyoaktif oldugu vurgulanmistir [4-7]. Buna karsin
herhangi bir terapétik ajan gibi Kurkumin’in de topikal uygulamalarda kullanimi deri

irritasyonu potansiyeli basta olmak iizere ¢esitli zorluklar1 beraberinde getirmektedir.

Kurkumin; deri biitiinliigiiniin bozuldugu, hassasiyetin arttigi deri hastaliklarinda hizli
iyilesme saglamasina karsin yanma, kasinti, kizariklik gibi irritasyon ile sonuglanan
yan etkilere neden olabilmektedir [8]. Kizariklik, kasint1 ve hassasiyet ile karakterize
olan deri irritasyonu; Kurkumin muhteva eden topikal iriinlerin genis kitlelerce
uygulanabilmesi adina 6nemli bir engel teskil etmektedir. Gergeklestirilen bir
caligmada, literatiirde bildirilen ve Kurkumin igeren topikal uygulamalarda
karsilagilan kontakt dermatit (irritan kontakt dermatit dahil olmak iizere) vakalari
degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda, Kurkumin’in antienflamatuar o6zelliklere

sahip olmasina karsin deri i¢in bir alerjen oldugu ifade edilmistir [9, 10].

Yani sira polifenollerin yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki gosterebilmeleri
sebebiyle Kurkumin'in dogrudan deri iizerine uygulanmasi endise uyandirmaktadir

[11]. Kurkumin'in diisiik ¢oziiniirliige sahip olmasi ve terapotik etkinlige



ulagilabilmesi i¢in yiiksek konsantrasyonlarin gerekliligi gibi faktorler de bu husustaki
endiselerin artmasina katkida bulunmaktadir [2, 12].

Zerdegal ve ugucu yaginda bulunan temel bilesenlerden biri olarak Aromatik
Turmeron; anti-oksidan, anti-tiimor ve anti-kanser aktiviteler géstermektedir [13-16].
Turmeron'un terapdtik potansiyeli dermatoloji alanma bilhassa enflamatuar deri
hastaliklarmin  ydnetimine kadar uzanmaktadir. Ozellikle topikal Turmeron
uygulamalar1 ile murin modellerinde sitokin ifadeleri diizenlenerek deri iltihab1
hafiflediginden sedef gibi enflamatuar deri hastaliklarinin tedavisi i¢in Turmeron umut

verici bir aday olarak goriilmiistiir [17].

Kurkumin ve Turmeron, zerdecal bitkisinin rizomunda bir arada yer almaktadir.
Calismalardan elde edilen veriler, tek basina Kurkumin'e kiyasla Turmeron varliginda
Kurkumin emiliminin 6nemli Ol¢iide arttigimi ve bu artisin her iki biyoaktifin
sinerjistik etkilerini arttirdigint vurgulamaktadir [18-21]. Sinerjistik etkilerin
arastirlldigt  bir baska c¢alismada standart Kurkumin ile karsilastirildiginda
Kurkumin’in ve Turmeron’un birlikte kullanimi ile antienflamatuar aktivitenin arttigi

saptanmustir [22, 23].

Dermatolojik  formiilasyonlarin  yenilik¢i  diinyasinda; lipozom, polimerik
nanopartikiil, lipit bazli tagiyict ve nanoemiilsiyon gibi tasiyici sistemlerin kesfi ile ilag
tagima yontemlerine dair ¢1gir agan yaklagimlar getirilerek daha fazla etkinlik ve daha
az yan etki profili kazanilmigtir. Bu nanotasiyici sistemler arasinda 6zellikle topikal
uygulamalar nezdinde kati lipit nanopartikiillerin (KLN) yeni bir yaklasim oldugu
belirtilmistir [24, 25].

KLN'ler; polimerik nanopartikiillerin, emiilsiyonlarin ve lipozomlarin avantajlarini
biinyesinde bir araya getirmektedir. Bu nedenle, diisiik ¢ozliniirliige sahip ilaglarin
formiilasyonlarinin gelistirilmesi tizere KLN'lerin kullanimi yeni bir bakis agisi
sunmaktadir [26]. Cesitli KLN'ler gelistirilmis ve formiilasyonlarinda temel bilesenler
olarak lipit, yiizey aktif madde ve suya ihtiya¢ duyuldugu tespit edilmistir. Kullanilan
lipitler; mono, di ve trigliserit karisimlarindan mumlara, doymus yaglara,
trigliseritlere, oda ve viicut sicakliginin {izerinde erime noktasina sahip diger lipit

tiirlerine kadar uzanmaktadir [27].

Lipozomlarin aksine KLN'ler bozunmaya kars1 gelismis stabilite ve koruma saglayan

katt lipit bir ¢ekirdege sahiptir [28]. Polimerik nanopartikiillerin aksine KLN'ler,



biyolojik olarak parcalanabilen lipitlerden olugmakta ve dolayisiyla uzun vadede
toksisiteye iliskin yasanabilecek sorunlari azaltmaktadir [29, 30]. Ote yandan, sahip
oldugu kati lipit yapisi nedeniyle nanoemiilsiyona kiyasla kontrollii ila¢ salimi
saglamaktadir [31, 32].

Topikal olarak uygulandiklarinda KLN’ler; derinin {ist katmanina niifuz etme, daha
derin katmanlara ulagsma ve bdylece hedef bolgelere ila¢ taginmasini iyilestirme
konusunda dikkate deger bir potansiyel sergilemektedir [33]. Bu gelismis niifuz, hem
hidrofobik hem de hidrofilik ilaglarin biyoyararlaniminin artmasini miimkiin
kilmaktadir. Dahilindeki lipit bilesenlerin biyouyumlu olmas1 deri {izerine

uygulamalart hususunda KLN’lerin giivenlik profiline katki saglamaktadir [34, 35].

Topikal uygulamalar s6z konusu oldugunda; olas1 deri irritasyonu, optimum deri
gegirgenliginin saglanmasina dair giicliikler, ilacin stabilitesi, biyoyararlanim ve doz
tutarliliginin korunmasi gibi zorluklarla karsilagilmaktadir [36, 37]. Geleneksel
formiilasyonlar, igerikleri ve tikayici yapilari sebebiyle deri irritasyonuna veya deri
bariyeriyle etkilesime neden olabilmektedir [38]. Ancak KLN'ler biyouyumlu
lipitlerden meydana gelen matriksleriyle bu sorunlarin giderilmesi tizere umut vaat
etmektedir [39, 40]. ilave olarak preklinik ¢aligmalar ve patentler, Kurkumin yiiklii
lipit nanotastyicilarin deri hastaliklarinda etkin bir ilag tasiyict sistem olarak

ticarilesebilme potansiyelini ortaya koymustur [8].

Formiilasyonlarin optimizasyonu, faktor etkilesimlerinin istenen sonuglari onemli
Olgiide etkileyebildigi karmasik degiskenlerlerden meydana gelen bir alanda
ilerlemeyi gerektirmektedir. Geleneksel yaklasimlar, diger faktorler sabit tutulurken
tek bir faktoriin sistematik olarak ayarlanmasini igeren formiilasyon tasariminin temel
tasin1 olusturmaktadir [41, 42]. Fakat bu yontemler genellikle birden fazla degisken
arasindaki karmagik etkilesimleri algilamakta yetersiz kalmaktadir. Bu da yetersiz ve
standartin altinda formiilasyonlarin elde edilmesine, fazlaca kaynak ve zaman

gerektiren deneme yanilma stire¢lerine yol agmaktadir.

Buna karsin yanit yiizey metodolojisi (YYM) yontemi, karmasik tasarim uzayinda
verimli bir sekilde ilerlemek iizere tasarlanmig saglam ve sistematik bir istatistiksel
teknik olarak ortaya ¢ikmaktadir. YYM, birden fazla faktor ile yanit arasindaki
iligkileri modelleyerek arastirmacilarin degiskenlerin sinerjistik veya antagonistik

etkilerini kesfetmelerine ve nihayetinde optimum formiilasyon kosullarim



belirlemelerine olanak tanimaktadir. YYM, formiilasyonun optimizasyon siirecini
hizlandirmakla kalmayarak kapsamli deneysel denemelere ve kaynaklara olan ihtiyact
en aza indirgemektedir. Literatirde mevcut ¢ok sayida calisma, geleneksel
yaklasimlara kiyasla daha az deneysel siire¢ ile optimum formiilasyonlara

ulagilmasinda Y'Y M’nin iistiin verimliligini ortaya koymustur [43, 44].

Tez c¢alismasinin irritasyonun  degerlendirilmesi  kisminda EpiDerm™’den
yararlanilmistir. Siklikla bagvurulan bir model olan EpiDerm™, {i¢ boyutlu (3B) in-
vitro doku modelidir. Insan epidermal keratinosit hiicrelerinden olusmakta ve yeniden
yapilandirilmig insan epidermisini (RhE) 3B sekilde temsil etmektedir. Derinin st
tabakasinin fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerini taklit etmektedir. Ayrica hayvan
testlerine alternatif olarak gelistirilmis ve Avrupa Birligi Hayvan Testlerine Alternatif
Testler Referans Laboratuvari (EURL-ECVAM) tarafindan valide edilmistir. Tiirkiye
llac ve Tibbi Cihaz Kurumu (TITCK) tarafindan nihai iiriinler {izerinde
gerceklestirilmesi zorunlu deri irritasyon testlerinde kullanilmak tizere gegerli kabul

edilmistir.

Tez galismasi kapsaminda; Kurkumin ve Turmeron yiikli, giivenilir, etkili, yenilik¢i
bir topikal formiilasyonun gelistirilmesi, Kkarakterizasyonu ve deri irritasyon
diizeylerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. KLN formiilasyonu, yiiksek devirli
homojenizasyon ve ultrasonikasyon yontemi kullanilarak hazirlanmistir. Merkezi
kompozit tasarim (CCD) ile formiilasyonlarin optimizasyonu gerceklestirilmistir.
Takibinde formiilasyonun karakterizasyon c¢alismalari yiiriitiilmistiir. Son asamada ise

KLN formiilasyonu deri irritasyon diizeyleri agisindan degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Deri

Ortalama 1.6-1.8 m? alan ve 3-5 mm kalinlik ile viicudumuzu kaplayan en biiyiik organ
olarak deri, insan viicudunun ¢evresel faktorlere ve tehditlere (patojenler,
mikroorganizmalar vb.) karsi ilk kalkan1 konumundadir [45-47]. Deri; nem kaybini,
viicut 1s1s1n1 ve kan basicini diizenleyerek homeostazda rol almakla birlikte ¢cevreyle
temas halinde olan 6nemli bir duyu organi olarak sicaklik, basing ve agr1 seklindeki
uyaranlar1 algilamaktadir [48]. Alerjenlere, serbest radikallere, irritasyona sebep olan
maddelere, ultraviyole radyasyona maruziyet ve doku deformasyonuyla neticelenen
fiziksel yaralanma kaynakli kutanoz yaralar s6z konusu oldugunda; uyum saglamanin
yani sira islevlerini saglikli bir sekilde yerine getirebilmesi igin derinin biitiinligi

temel parametredir [48-50].

Deri; sabit, esnek olmayan kisitlayic1 bir sinir tabakasindan ziyade habitat ile
arayliziimiiz olarak dinamik ve degisken bir sekilde islevini siirdiirmektedir [51]. Hem
lokal hem de sistemik olarak hiicresel aglar1 etkileyen biyolojik bir iletisim aract
olmasinin yani sira minimum oranda dokulardan 6rnek alinabilmesini sagladigindan
toksikolojik sonuglarin degerlendirilmesi agisindan da kolay erisilebilir bir organ

mahiyetindedir [52].

2.2 Derinin Yapisi

Sekil 2.1°de detaylica gosterildigi lizere deri; epidermis, dermis ve hipodermis olmak
tizere li¢ ana tabakadan tesekkiil etmektedir. Ayrica sa¢ folikiilleri, ter kanallari,
apokrin bezler ve tirnaklar gibi bu tabakalara eslik eden gesitli uzantilar1 da muhteva
etmektedir [53-55].
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Sekil 2.1 : Derinin yapisi [51].

Insan epidermal lipit kompozisyonu genel itibariyle fosfolipitler (fosfatidilkolin,
fosfatidilserin), sfingolipitler (glikosfingolipitler, seramidler), nétr lipitler (yag asitleri,
hidrokarbonlar, steroller) ve kolesterol siilfattan olugsmaktadir [56]. Deri katmanlarinin
bozulmasi, stratum corneumda yer alan protein ve lipit yapilarinin bozulmasina ve

ortadan kaldirilmasina yol agmaktadir [49].

2.2.1 Epidermis

Epidermis, kilcal damar veya duyusal sinir igermeyen tabakali yass1 bir epiteldir [57].
Epidermis; deri homeostazinin korunmasinda kritik rol oynayarak viicudu; su
kaybindan, fiziksel, kimyasal ve enfeksiydz tehditlerden korumaktadir. Ayni1 zamanda,
taze keratinositlerin liretilmesi yoluyla siirekli yenilenen oldukcga aktif bir dokudur
[58]. Derinin dis tabakasini teskil eden epidermisin ana hiicreleri olan keratinositler,
keratinizasyon siireci boyunca farklilagmaya ugrayarak stratum korneum gibi derinin

farkli katmanlarini olusturmaktadir [57-59].

Stratum korneum; 10-15 um kalinliginda olup Keratinositlerin son derece farklilagmis
hali olan yassilasmis, ¢ekirdeksiz ve 6lii korneositlerden olusmaktadir [57, 60, 61].
Stratum korneum, korneosit hiicrelerin lipit ¢ift tabaka igine gomiili oldugu
katmanlardan olusmakta ve % 15 - 20 oraninda su igermektedir [57]. Dis gevre ile
derinin ara yliziinii olusturan stratum korneum, istenmeyen maddelerin girisini ve

suyun viicuttan ¢ikisini engelleyen bir bariyer gorevi listlenmektedir. Ayni zamanda,



giinese veya kimyasallara maruziyet gibi dis faktorlerin neden oldugu deri hasarlarini
iyilestirme kabiliyeti tasimaktadir [51, 58]. Ozellikle bakteri ve viriisler dahil olmak
tizere mikroorganizmalarin deriye girisini engellemede onemli bir rol iistlenmektedir

[62].

Keratinosit hiicreleri; keratin ve filagrin tireterek derinin bariyer islevini diizenlemek
tizere farklilagan epitel hiicreleridir [46, 63, 64]. Keratinositler, deri yiizeyinden keratin
pullart halinde dokiilmeden 6nce yiizeye dogru hareket etmektedir. Sekil 2.2°de
gosterildigi ilizere, bu siiregte sitoplazmasinda keratin biriktirerek sonunda keratin ile

dolu hiicrelere doniismektedir [63].

Sekil 2.2 : Insan keratinosit hiicre hatti; (A) Isik mikrograflari, (B) elektron
mikrograflart [65].
Apoptozun 6zel bir gesidi oldugu distintilen farklilasmay1 gegiren keratinosit
hiicreleri, deri {izerinde "keratinize" veya "kornifiye" olarak adlandirilan 61i bir tabaka
olusturmaktadir [64, 65]. Keratinosit hiicrelerinin g¢ogalmasi ve farklilagmasi
arasindaki denge, saglikli deri homeostazinin korunmasi agisindan kritik 6neme
sahiptir [63]. Diizensiz epidermal farklilasma gergeklesmesi halinde karsilasilan
olumsuz sonuglardan biri de, deri gegirgenliginin artmasi ile meydana gelen bariyer

fonksiyonunun bozulmasidir [66].

Epidermiste bulunan sitokinlerin ana kaynagi olmakla birlikte keratinositlerin gesitli
interlokinler (IL; 6rn:IL-1, IL-3, IL-6, IL-8), CSF (koloni uyarici faktor), timor nekroz
faktori alfa (TNF-a), doniistiiriicti biiylime faktori alfa (TGF-a), doniistiiriicti biiylime
faktorii beta (TGF-B) ve platelet kaynakli biiylime faktorii (PDGF) salgiladiklari
bildirilmistir [67].



Keratinositlerin in-vitro biiytimesi; farmakolojik ajanlarin etkileri, dermal-epidermal
etkilesimler, doku antijenitesi ve karsinogenez gibi deriyi i¢eren normal biyolojik ve
hastalik siireglerinin incelenmesinde Onemli bir ara¢ olarak goriilmektedir [68].
Epidermisin yenilenmesi ve yara kapanmasina yonelik klinik ihtiyaglar neticesinde in-
vitro keratinosit kiiltiirleri iizerine yapilan aragtirmalarda ilerleme kaydedilerek
kiltirlenmis keratinositler kronik yaralarda bir tedavi segenegi olarak kullanilmaya
baslanmustir [63, 69, 70].

2.2.2 Dermis

Dermis; kolajen ve elastik bag dokusundan olusan destekleyici, sikistirilabilir ve
elastik bir dokudur [57, 66]. Fibroblast hiicreleri ve fibr6z molekiiller (elastin ve
kolajen) bu deri tabakasinin ana bilesenleridir [57]. Dermal-epidermal baglanti
unsurlarinin saglikli bir sekilde olugmasi, deri dengesinin korunmasi ve fonksiyonel
bir epidermisin devamliligi i¢in fibroblastlar ve keratinositler arasindaki

haberlesmenin 6nemli oldugu belirtilmistir [66].

2.2.3 Hipodermis

Subkutan doku olan hipodermis, derinin en derin tabakasidir ve biiyiik oranda yag
dokusundan olusmaktadir [71]. Dermisin altinda yer alan hipodermis; termal
diizenleme, yalitim, enerji saglama (besin deposu) ve mekanik yaralanmalardan
korunmada 6nemli bir rol oynamaktadir. Adiposit olarak adlandirilan yag hiicreleri bu

tabakada yer alan ana hiicrelerdir [57].

2.3 Deriden Emilim ve Geg¢is Mekanizmalar:

Deri, lokal ve sistemik etkiler i¢in terapotik bilesenlerin uygulanmasi tizere ideal bir
bolge saglarken ayn1 zamanda bilesenlerin niifuz etmesini dnleyen zorlu bir bariyer de
olusturmaktadir [72]. Stratum korneum, deri gegirgenligi agisindan incelendiginde

asilmasi gereken ana bariyer niteligindedir [48].

Perkiitan6z ya da dermal emilim siireci, bilesiklerin deri iizerinden gegisini

tanimlamakta ve ti¢ adima ayrilabilmektedir:

Penetrasyon: bir maddenin belirli bir katmana veya yapiya girmesi, Ornegin bir

bilesigin stratum korneuma girmesi.



Permeasyon: bir katmandan, ilk katmandan hem islevsel hem de yapisal olarak farkli

olan baska bir katmana niifuz etme.
Rezorpsiyon: bir maddenin vaskiiler sisteme (lenf ve/veya kan damari) alinmasi [57].

Sekil 2.3’teki iizere, ilaglar pasif olarak epitel hiicrelerinin hiicre zarindan (hiicre
icerisinden gecis), hiicreler arasindaki baglantilardan (hiicreler arasi gegis) Ve tasiyici-
aracili olarak aktif veya kolaylagtirllmig difiizyon yoluyla emilebilmektedir. P-
glikoprotein gibi ¢esitli tasiyicilar, epitel enzimler ve reseptor aracili endositoz da
ilaglarin deriden emiliminde rol alabilmektedir [73].
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Sekil 2.3 : Tlaclarin deriden gecis yolaklari [74].

Deri yiizeyine uygulanan bir formiilasyondan etken maddenin salinmasi ve sistemik

dolasima katilmas1 asagidaki basamaklari igeren kademeli bir siirectir:

(a) Formiilasyon igerisinde ¢6ziinme ve formiilasyondan salim,

(b) Derinin dis tabakas1 stratum korneuma dagilim,

(c) Hiicreler arasi yol aracilifiyla stratum korneumdan difiizyon (hiz sinirlayici adim),
(d) Stratum korneumdan sulu ve canli epidermise dagilma,

(e) Canli epidermis boyunca ve iist dermise dogru difiizyon,

(f) Yerel kilcal damar agina ve nihayetinde sistemik dolagima alinma [75].



2.4 Deriden Emilimi ve Gegisi Etkileyen Unsurlar

Topikal uygulanan ilaglarin deriden emilim siireci; yas, derinin fizyolojik durumu, deri
sicakligl, uygulama alani, temas siiresi, uygulama sikligi, deri hidrasyonu ve periferik

dolasim gibi bir dizi fiziksel ve biyolojik faktore baglidir [76].

Bunlara ilave olarak partikiil boyutu ve sekli, zeta potansiyeli, partikiil boyutu dagilimi
gibi faktorler de etken maddelerin nanotasiyicilar ile topikal uygulamasimi ve

emilimini etkilemektedir [74].

2.5 Deri Irritasyonu ve Mekanizmasi

frritasyonu kapsayan ¢alismalarin temel amac; ilag, kozmetik, ev iiriinleri, endiistriyel
kimyasallar ve tarim ilaglar1 dahil olmak iizere ¢esitli kimyasallarin olasi olumsuz
etkilerine kars1 insanlar1 korumaktir [77]. Deri irritasyonu; kimyasallar, ilaglar veya
dogal {iriinler de dahil olmak iizere ¢esitli maddelerin deri {izerinde yol actigi
toksisiteyi, geri donilisiimlii lokal enflamatuar yanitlari, deri hiicresi hasarmi ve

oliimiinii kapsayan bir yan etkidir [78].

[rritasyon; ultraviyole B (UVB) 1sinlari, yiizey aktif maddeler, asir1 pH degerleri veya
bazi kozmetik aktif maddelerin (retinoidler, alfa-hidroksi asitler) yiiksek dozlar1 gibi
cesitli gevresel uyaranlardan kaynaklanabilmektedir. Bu uyaranlar; deride farkl
enflamatuar aracilarin olusumunu tetikleyerek irritasyona (kizariklik, sisme, kasinti,
act) yol agmaktadir [77, 79]. Yaygin olarak goriilen deri reaksiyonlari arasinda

dermatit, deri hassasiyeti ve kontakt {irtiker de yer almaktadir [80].

Insan ve hayvan derisinde meydana gelen irritasyon, arasidonik asit metabolitleri ve
sitokinlerin aracilik ettigi enflamatuar reaksiyon ile karakterizedir [46]. Irritasyona
sebep olan bir maddeye maruziyeti takiben, birincil sitokinlerin (IL-1a gibi) salimiyla
lokal enflamatuar reaksiyon baslamaktadir. Ardindan bu sitokinler, ikincil sitokin
sentezini ve salimini uyarmaktadir. Artan sitokinler enflamatuar yolag: tetiklemekte

ya da negatif geri bildirim yoluyla reaksiyonu baskilamaktadir [81].

Stratum korneuma girerek irritasyona neden olan maddeler, delipidasyona ve protein
denatiirasyonuna yol agmaktadir. Delipidasyon; lipit kompozisyonunun degistigi,
secici gegirgenligin ve bariyer fonksiyonunun bozuldugu bir siireci tanimlamaktadir.

Deri bariyerinde hasarla sonuglanan bu siiregler, transepidermal su kaybinin artmasina
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ve daha 6nemlisi maddenin epidermal katmanlara niifuzunun artigina yol agmaktadir

[46, 82].

Ana hatlariyla eritem ve 6dem ile tezahiir eden deri irritasyonu, kimyasallarin stratum
korneuma niifuzuyla derinin alt katmanlarindaki hiicrelere zarar verdikleri bir siirecin
sonucudur. Sekil 2.4’te sematize edildigi tlizere, hasar goren hiicreler enflamatuar
sitokinler salgilamakta ya da dermisteki hiicreler tarafindan kan damarlarindaki
endotel hiicrelerin enflamatuar yolagi tetiklenmektedir. Endotel hiicrelerin
genislemesi ve gegirgenliginin artmasi, lokal kan akisinin artmasi ve plazmanin kan

damarlarindan sizmasi ile eritem ve 6dem olusmaktadir [83, 84].

Lokal dermal irritasyona yol agan enflamatuvar basamaklar

Irritasyona sebep olan

ksenobiyotikler
T ‘zehirli ‘nfl ("
ravima/zcniril < ams e p .
= Ifnl amatuvar }.?_nllm Enflamatuvar yamitin
uyaranlar: Hiicre ilk asamalari: 6rn. nihai belirtileri: 6dem
e — ai belirtileri: ode
hasar/6liimii ve doku sitokin salimi, damar .
ve eritem
hasar disina sizma
I \ I
in vitro RhE testleri ile in vivo deri irritasyon testi
hiicre canhhg (MTT) ile gozlemlenebilir ve
yoluyla ve dlciilebilir. degerlendirilebilir.

Sekil 2.4 : Lokal dermal irritasyona yol agan enflamatuar basamaklarin
sematik gosterimi [85].

2.6 Biyoaktif Bilesenler

Biyoaktif bilesiklerin gesitli hastaliklar ve hastaliklarin 6nlenmesi tizere etkilerinin
oldugu gosterilmistir. Ancak suda ¢oziniirliiklerinin ve biyoyararlanimlarinin diisiik
olmasi, biyoaktiflerin gida ve farmasotik formiilasyonlara dahil edilmesini

kisitlamaktadir [86, 87].

Antioksidan, antikanser, antienflamatuar, antimikrobiyal ve yaslanma karsiti
aktiviteleri neticesinde biyoaktifler ve fonksiyonel bir biyoaktif kaynagi olarak bitkiler
dikkat cekmektedir [86, 87]. Ote yandan deride hassasiyete ve alerjik reaksiyona sebep
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olabileceginden farmasotik triinlerdeki bitkisel bilesenlerin giivenligi, uygulama
sirasinda  mevcut deri rahatsizliklarinin - siddetlenmesini  Oonlemek  adina

degerlendirilmelidir [88].

2.6.1 Kurkumin

Bir zerdecal tiirii olan Curcuma longa bitkisinin etken maddesi Kurkumin, son yillarda
halk arasinda artan bir popiilariteye sahip olmasinin yani sira ¢esitli terapotik etkileri
sebebiyle bilim diinyasinin da 6nemli bir arastirma ve odak noktasi haline gelmistir.
Sekil 2.5’te yer aldigi tizere Kurkumin; zerdegal baharatindan elde edilmekte ve
zerdegal rizomu igerisinde % 2 — 5 arasinda bir orana sahiptir. Antioksidan,
noroprotektif, antikanser, bagisiklik sistemini diizenleyici, antienflamatuar,
antibakteriyel 6zelliklere sahip aromatik kokulu polifenolik bir bilesik ve sar1 renkli
bir pigmenttir [89-92].

-
AN
Curcuma longa L. E— Rizom —_— Kur:::::us —_— Ze(r::’ez;;al
Baharat, renklendirici, cay l
. h Geleneksel ve
icecekler, kozmetik&takviye, yaslanma ticarl kultarum %2-5

Zerdecal ve/veya
kargiti ve anti-enflamatuar haplar h ( ¢ ey b Kurkumin

Kurkumin ile

Hint ve Cin tibbinda / zenginlestirilmig

: ozitler
bulunan geleneksel ilaglar )

Sekil 2.5 : Curcuma longa'dan zerdegala ve Kurkumin'e: geleneksel ve ticari
kullanimlar1 [93].

Kurkumin’in ITUPAC ismi (1E,6E)-7,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien-
3,5-dion’dur. Kimyasal formiilii C21H2006’dir. Kimyasal yapisi ise Sekil 2.6°da
verilmistir [94].
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Sekil 2.6 : Kurkumin’in kimyasal yapisi.

Molekiil agirligr 368,37 g/mol, erime noktasi ise 183 °C’dir [94, 95]. Kurkumin;
hidrofobik bir polifenol olarak asidik ve nétr pH kosullarinda suda ¢6ziinmiiyor iken
metanol, etanol, dimetilsiilfoksit (DMSQ) ve asetonda c¢oziinebilmektedir [94].
Organik ¢oziiciilerin cogunda absorpsiyonu 408-430 nm dalga boyu araligindadir [96].
Kimyasal olarak, keto-enol tautomerizmini olusturan p-diketon araciligiyla simetrik
sekilde baglanmis iki fenol igeren benzersiz bir konjuge yapiya sahiptir ve bu yapi
Kurkumin'e ilging fotofiziksel ve fotokimyasal 6zellikler kazandirmaktadir [94, 96].
Keto formunda daha kararli iken ¢ozeltilerde tamamen enol formunda bulunmaktadir

[97].

Kurkumin’in; molekiiler hedeflere (reseptor, enzim, kofaktér) baglanip cesitli
mekanizmalar {izerinden etki ederek hiicresel sinyal yolaklarin1 ve gen ifadelerini
diizenledigi bildirilmistir. Preklinik ve klinik veriler ile Kurkumin’in basitten kronige

pek ¢ok deri hastalig1 i¢in terapotik etkinlik tasidigi vurgulanmustir [7].

Yapilan galismalar ile deri tizerinde antikanser, antioksidatif, antienflamatuar, apoptoz
indiikleyici, antianjiogenik, yaslanma karsiti, yara 1iyilestirici, antimikrobiyal,
antibakteriyel olmak {izere terapétik aktiviteleri saptanmistir [6, 90]. Ayrica akne,
alopesi, atopik dermatit, ultraviyole A (UVA) ve UVB isinlarinin deride yol agtigi
yaslanma, liken planus, pruritus, sedef, radyodermatit, vitiligo gibi deri hastaliklarinin
tedavilerinde kullanilmak {izere topikal formiilasyonlara Kurkumin dahil edilmistir
[3].

Kurkumin; enflamasyonda rol alan sitokinlerin (IL-1, TNF-a) olusumunu 6nleyerek
enflamatuar yanitlar1 kontrol etmekte, enflamasyon ve oksidasyon siireglerinin temel
nedeni olan enzim ifadesini diistirmekte, fibroblast gégiinii, graniilasyon dokusu
gelisimini, kolajen birikimini, yeniden epitelizasyonu ve fibroblast proliferasyonunu
artirarak dokunun yeniden yapilanmasini ve yara kapanmasini tesvik etmektedir [98].
Kurkumin; birgok deri hastaliginda rol oynayan ve enflamasyona sebep olan genlerin

diizenlenmesinde gorevli olan IL’ler, timor nekroz faktorii (TNF), nikleer faktor
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kappa B (NF-«xB) benzeri baslica enflamatuar mediatorlerin ifadesini baskilamakta ve
asir1 TNF-o tiretimini baskilamaktadir [99]. Sekil 2.7°de gosterildigi tizere dogrudan
TNF-o reseptor baglanma bdolgelerine baglanarak NF-kB’nin  TNF-aracili
aktivasyonunu bloke etmektedir [100].
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Sekil 2.7 : Kurkumin’in gesitli deri hastaliklar1 {izerine etki mekanizmasi [7].

Mukhopadhyay ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, irritasyon etkisini
incelemek tizere akut ve kronik enflamasyon modellerinde enflamatuar ajanlarla
birlikte enflamasyon bolgesine lokal olarak Kurkumin uygulanmig ve Kurkumin’in

hem antienflamatuar hem de irritasyon yapici aktiviteleri birlikte goriilmiistiir [101].

Diisiik konsantrasyonlarda Kurkumin'in insan deri hiicrelerinde proteazomun
uyarilmasi, keratinositlerin farklilagsmasinin artmasi ve stres toleransinin iyilesmesi
gibi ¢esitli uyarict etkileri gosterilmistir [102]. 5 ve 10 uM Kurkumin ile 48 saat
muamele edilmesi fibroblast morfolojisini etkilemezken 25 pM hiicrelerin
yuvarlaklasmasina ve liimiine yol agmis, 24 saatlik 25 uM Kurkumin uygulamasi ise
hafif bir apoptoz tetikleyici etki gostermistir [103]. Fibroblastlarin aksine insan dermal
keratinositleri tizerinde Kurkumin'in koruyucu etkileri doza bagl aktivite gostermistir.
10 pg/mL Kurkumin konsantrasyonu, keratinositler iizerinde hidrojen peroksit
hasarma kars1 etkin koruma saglarken 5 ng/mL orta diizeyde koruma, 25 pg/mL ise

hiicreler tizerinde toksik etki gostermistir [104].
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Terapétik etkinligine karsin diisiik biyoyararlanima, diigiik deri emilimine, kimyasal
kararsizliga ve sulu cozeltilerde diisiik ¢oziinlirlige sahip olmasi Kurkumin’in
terapotik kullanimini biiyiik oranda sinirlandirmaktadir [105-107]. Nanopartikiiller,
lipozom, misel ve fosfolipit kompleksleri ile hazirlanan formiilasyonlarin;
Kurkumin'in membran bariyerlerinden gegirgenligini, kan dolagiminda kalis siiresini

ve ¢ozlinirliigiini artirmast beklenmektedir [107].

Ayrica 1s1ga maruziyeti sonrasinda antioksidan ve antienflamatuar aktivitelerinde
azalma goriiliirken oksidatif stresin uyarimi, apoptoz-nekroz, hiicre hasar1 ve hiicre
olimii gibi yan etkilere de sebep olmaktadir. ilave olarak, saf Kurkumin’in

fototoksisite ve fotoduyarlilik etkileri tartisiimaktadir [90, 108].

Dezavantajlarin1 ortadan kaldirmak adina lipozom—fosfolipit, nanojel, mono-olein
sulu dispersiyon, nanoyapili lipit tagiyict (NLT), nanoemiilsiyon, polimerik misel ve
polimerik nanopartikiil, vezikiiler sistemler dahil olmak iizere gesitli enkapsiile edilmis
Kurkumin formiilasyonlar1 arastirilmigtir. Bu formiilasyonlar ile Kurkumin’in

¢Ozliniirliigiiniin ve biyoyararlaniminin artmis oldugu gozlemlenmistir [90, 109].

Enkapsiile formiilasyonlarin devamli ve az miktarda Kurkumin salimini miimkiin
kilmasi, Kurkumin’i oksidasyon riskinden koruyarak uzun siireli aktivite ve stabilite
saglamistir. Bir ¢alismada amorf NanoCur kullanilarak Kurkumin’in gegirgenlik
orani, ila¢ salim parametreleri, raf dmrii ve antienflamatuar aktivitesi iyilestirilmistir.
Sonrasinda ise su ile titrasyon metoduyla nanoemiilsiyon igerisine katilarak hazirlanan

formiilasyon topikal ila¢ taginimi agisindan degerlendirilmistir [110].

Bir diger calismada, topikal Kurkumin uygulamasi i¢in iyilestirilmis ¢oziintirliik ve
deri niifuzu saglamasi adina tasiyici olarak emu yagi kullanilmis ve nihai formiilasyon
sinerjistik antienflamatuar etki gostermistir [111]. Kurkumin igeren tasiyici sistem
icerisindeki yag yiizdesinin arttirilmasi uygulama sonrasinda meydana gelebilecek

eritem ve 6dem riskini azaltabilmektedir [112].

Yapilan bir ¢aligmada yiikleme kapasiteleriyle iliskili olarak biyoyararlanimda
Kurkumin yiiklii KLN ile otuz dokuz, nanoemiilsiyon ile dokuz ve lipozom ile ise bes

kat artig saglandig1 gorilmistiir [87].
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2.6.2 Turmeron

Turmeron, Curcuma longa ugucu yaginin ana bilesenidir [17]. Zerdecala 6zgiin
kokusunu veren baslica maddelerden biridir [113]. Turmeron’un topikal olarak
antioksidan, antienflamatuar, antikanser, antipsoriatik etkiler ortaya koydugu
gosterilmigtir [13-16]. Sekil 2.8°de Aromatik Turmeron’un molekiiler yapisi

gosterilmistir.

Sekil 2.8 : Turmeron’un yapisi.

Yapilan bir calismada, Imikuimod ile uyarilarak sedef modeli olusturulmus fareye
Turmeron uygulanmigtir. Turmeron’un; epidermisteki T hiicrelerinin gogiinii inhibe
etmek, NF-kB ile siklooksijenaz-2 (COX-2) ifadelerini azaltmak, TNF-o ve IL-6
seviyelerini diisiirmek, IL-17, IL-22 ve I1L-23 ifadelerini azaltmak suretiyle deri
enflamasyonunu hafiflettigi goriilmiistiir. Calismanin sonucunda ise Turmeron’un
antienflamatuar aktive ortaya koydugu ve sedef gibi enflamatuar deri hastaliklarinin

tedavisi agisindan gelecek vadeden bir aday molekiil oldugu vurgulanmistir [17].

Bir bagka ¢alismada Turmeron, doza bagli olarak insan keratinosit hiicre hattinda
(HaCaT) Hedgehog sinyal yolagini etkisiz hale getirmistir. Hiicrelerin proliferasyon
yetenegini baskilamis, apoptozu kolaylastirmis ve TNF-a-aracili IL-1p, IL-6, ve IL-8

tiretimini azaltarak enflamatuar sitokin ifadesini azaltmigtir [15].

2.7 Nanotasiyici Sistemler

Nanotasiyicilarin kullanildigi nanoteknoloji tabanli stratejiler, terapédtik ajanlarin
tasinmasina dair geleneksel tedavilerde karsilasilan engelleri asmak tizere gelecek vaat
etmektedir [114]. Stabilitesi, biyoyararlanimi1 ve ¢oziiniirligi diisiik olmasimin yani
sira irritasyona sebep olan biyoaktiflerin deriden emilimini arttirmak ve topikal

formiilasyonlarinda karsilasilan  zorluklar1 asarak terapotik — aktivitelerinden
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yararlanmak adina lipozom, niozom, nano ya da mikroemiilsiyon, KLN, NLT ve
polimerik nanopartikiil gibi nanotasiyici sistemler basarili birer yaklasim olarak

kullanilmaktadir [87, 115-117].

2.8 Kati Lipit Nanopartikiil

1991 yilinda, diger kolloidal tasiyicilarin avantajlarini bir araya getirmek fakat
dezavantajlarimi asmak tizere KLN tanitilmistir. KLN’ler; emiilsiyon, lipozom,
polimerik mikropartikiil ve nanopartikiiller gibi geleneksel kolloidal sistemlere
alternatif bir tasiyici sistem olarak kabul edilmektedir. Sekil 1.1°de yer alan grafikte
goriildiigh lizere atif ve yayin sayilari géz oniinde bulunduruldugunda son yillarda

KLN’ler giderek artan bir ilgi gérmektedir [118].
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Sekil 2.9 : 25 Mart 2024 tarihli “kat1 lipit nanopartikiiller” anahtar
kelimeleriyle WoS portalinda yapilan aramada elde edilen son 30 yila ait
yayin ve atif sayisi verileri.

KLN, emiilsiyon yapisinda yer alan siv1 haldeki lipitin kat1 bir lipit ile degistirilmesiyle
meydana gelmektedir. Segilen bu lipitler, oda sicakligiyla birlikte viicut sicakliginda
da kat1 olma 6zelligini muhafaza etmektedir [119]. KLN; toksik olmayan amfifilik
yiizey aktif maddelerle kapl bir dis kabuk ile yiiksek erime noktasina sahip, fizyolojik
ve biyouyumlu lipitlerden olusan kat1 bir gekirdekten meydana gelmektedir [120].
Tamamen kristalize olmus ve biyoaktif bilesenlerin lipit matriksin bir pargasi oldugu

son derece diizenli kristal yapiya sahip lipit damlaciklari ihtiva etmektedir [121].
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KLN’ler, eriyen lipit molekiilleri ile etken maddenin bir araya getirilerek emiilgator
iceren sulu faz igerisinde dagitilmasi suretiyle olusan su iginde yag (Y/S)
nanoemiilsiyonlarindan meydana gelmektedir [122]. Yap1 olarak, sulu bir ortamda
yiizey aktif maddeler tarafindan kararli hale getirilen 10-1000 nm boyut araligina sahip
kati lipit karisimindan olusmaktadir ve kiiresel bir morfolojiye sahiptir [123, 124].
KLN’ler, partikiil boyutlarinin kiigiik olmasi sebebi ile stratum korneum ile yakin
temas saglamakta ve dolayisiyla canli deriye niifuz eden enkapsiile edilmis etken
madde miktarini arttirmaktadir [125].

Dogasi geregi KLN, hidrofobik ¢ekirdek ve hidrofilik dis katman igermesi nedeniyle
hem hidrofilik hem de hidrofobik yapidaki maddelerin enkapsiilasyonunu miimkiin
hale getirebilmektedir [126]. Lipozoma ve emiilsiyona kiyasla daha kararlidir [127].
Fiziksel olarak daha stabil bir yapiya sahiptir. Ilaclarin bozunmasi, biyouyumluluk ve
bozunabilirlik kaynakli olas1 sorunlarin 6niine gegmektedir. Fosfolipitlere ve biyolojik
olarak parcalanabilen polimerlere kiyasla ise daha uygun maliyetli olup yiiksek ilag
yiikleme kapasitesine ve birka¢ haftaya kadar siirebilen yavas, kontrollii ilag salimina
olanak saglamaktadir [127, 128].

Bahsi gecen {istilinliiklere ilave olarak uygulama spektrumunun (dermal, intravendz,
oral) genis olmasi, iiretiminde organik coziiciilerden kagmilmasi, biyouyumlu ve
fizyolojik lipitlerin kati matriks bilesimi dolayisiyla toksisite tehlikesinin diigiik
olmasi, endiistriyel 6lgekte formiilasyon tiretilebilmesi ve sterilize edilebilmesi gibi
tstiinliikleri kapsiyor olmasi bir ilag tasiyict sistem olarak KLN’nin potansiyelini

vurgulamaktadir [129, 130].

KLN; kat1 dispersiyon, ilagla zenginlestirilmis ¢ekirdek ve ilacla zenginlestirilmis
kabuk olmak iizere Sekil 2.10'da gosterildigi iizere ii¢ tip morfolojik yapiya sahiptir.
Genellikle kat1 ¢ekirdek dispersiyonu, yogun hidrofobik ¢ekirdek ve daha sonra ylizey
aktif madde tabakasi ile ¢evrili kati lipit matriks i¢inde ¢oziinmiis veya dagilmis ilac
icermektedir. Bununla birlikte ¢ekirdekteki kati lipit yeniden kristalleserek ilacin dig
kabuga gd¢ etmesine yol agtiginda, ilacla zenginlestirilmis kabuk morfolojisi meydana
gelmektedir. Bunun aksine ilag, kati lipitin yeniden kristallesmesinden 6nce ¢ekirdekte
birikebilmekte ve ilagla zenginlestirilmis ¢ekirdek modelinde oldugu gibi etrafi kati
lipit kristali ile ¢evrelenebilmektedir [131].
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Kati dispersiyon

Sekil 2.10 : KLN’nin sematik morfolojileri [131].
2.8.1 Kati lipit nanopartikiil bilesenleri

KLN; temel olarak kat1 lipit (balmumu, karnauba mumu, trigliseritler), doymus yaglar
(Witepsol®, gliseril monostearat, gliseril behenat, gliseril palmitostearat, setil
palmitat, stearik asit, palmitik asit, dekanoik asit, behenik asit), yiizey etken madde
(kaprilil/kapril glukozit, soya lesitini, yumurta lesitini, fosfotidilkolin, poloksamer,
sodyum kolat, sodyum glikolat, taurokolik asit sodyum tuzu, taurodeoksikolik asit
sodyum tuzu, biitanol, butirik asit) ve sudan meydana gelmektedir [132, 133].

2.8.2 Kati lipit nanopartikiil hazirlanirken kullanilan yéntemler

KLN hazirlama ve {retim asamasinda kullanilan g¢esitli yontemler asagida
siralanmigtir - [134].  Yiiksek devirli  homojenizasyon, mikroemiilsiyon ve
ultrasonikasyon yontemleri siklikla kullaniliyor olup homojenizasyon ve
ultrasonikasyon esnasinda KLN'lerin partikiil boyutunu etkileyen faktorler arasinda
lipit ve emiilgator tiirleri, konsantrasyonlart, homojenizasyon ve/veya sonikasyon

stireleri mevcuttur [135].
» Yiiksek basingli homojenizasyon
* Mikroemiilsiyon bazli yontem
» (oziicii emiilsifikasyon-buharlagtirma
» (Cozicii emiilsifikasyon-difiizyon

» Eriyik dispersiyon teknigi
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= Yiksek devirli homojenizasyon
* Membran kontaktdr yontemi
= Siiperkritik s1v1 teknolojisi

Yukaridaki yontemler arasindan siklikla kullanilanlar asagida agiklanmaktadir.

2.8.2.1 Yiiksek basinch homojenizasyon yontemi

KLN iretiminde en ¢ok tercih edilen yontemdir. Eritilmis lipit ¢ozeltisi yliksek
basingla (100-200 bar) birka¢ mikronluk dar bir araliktan yiiksek hizda itilmekte ve
hizli basing diisiisii meydana geldikten sonra karisim kati yiizeye ¢arpmasi neticesinde
daha fazla pargalanarak nihayetinde homojenize bir sekilde sistemden
bosaltilmaktadir. Dolayisiyla, partikiillerin mikron alt1 boyuta kadar pargalanmasina

neden olan kuvvetler kavitasyon ve kayma gerilimidir [134].

Bu yontem, Sekil 2.11°deki tizere sicak ve soguk homojenizasyon olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Istya duyarli ilaglarin dahil edilmesi veya ilag enkapsiilasyonunun
arttirilmasi i¢in alternatif olarak soguk homojenizasyon segeneginden istifade
edilebilmektedir [136].

- Ellme Ilok‘aSlnll] 5_1 0 GC _
iizerinde lipitin eritilmesi

Eritilmis lipit igerisinde
[— ilacim —
¢oziinmesi/dagilmasi

ilag yiiklii lipitin katilagmasi
i¢in s1vi nitrojen veya kuru
buz iginde aniden sogutulmas:

Sulu yiizey etken madde
cozeltisi iginde ilag yukla
lipitin dagitilmasi

l On-karisim veya én-

emiilsiyon i¢in yiiksek hizl

Mikran boyutuna (50-100 karistiricinin kullanilmasi

pum) ogiitillmis ilag igeren
kat: lipit
Lipit erime noktas: izerindeki
bir sicaklikta yiiksek basingh
homojenizasyon
On-karisim olusturmak igin
ogiitiilmiis tozun sulu yiizey
aktif madde ¢ozeltisi i¢inde
dagitilmasi

Sicak y/s nanoemiilsiyonu

|

Oda sicakhginda veya altinda Kat lipit nanopartikiil Oda sicakliina kadar
yiiksek basingl (KLN) sogutularak nanoemiilsiyonun
homojenizasyon yeniden kristallestirilmesi.

Sekil 2.11 : Sicak ve soguk homojenizasyon yontemleriyle KLN hazirlama
[134].
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2.8.2.2 Mikroemiilsiyon bazh yontem

Ik olarak, kat1 lipitin erime noktasi iizerindeki bir sicaklikta birincil mikroemiilsiyon
hazirlanmaktadir. Ardindan, biiylik miktarda soguk dispersiyon ortamina dokiilmekte
veya enjekte edilmektedir. Bu adimda, onceden olusmus sicak mikroemiilsiyon
damlaciklar1 hizla birbirinden uzaklasmakta ve soguduktan sonra Kkristalleserek
nanometre boyutundaki kati lipit partikiilleri halini almaktadir [137]. Bu y6ntemin
prensibi, Y/S mikroemiilsiyonunun biiyiik miktarda soguk suya eklenerek lipit fazin

KLN partikiillerini olusturacak sekilde ¢okeltilmesine dayanmaktadir [138].

2.8.2.3 Coziicii emiilsifikasyon-buharlastirma yontemi

Gegici bir Y/S emiilsiyonunun suya aktarilmasiin ardindan, organik ¢oziicii (su ile
karismayan) icerisinde ¢dzlinmiis ilacin organik ¢oziiciiniin damlaciklardan siirekli
faza diflizyonuyla aninda katilasmasina dayanmaktadir. Ancak bu yontemle hazirlanan

KLN'ler biiytik partikiil ¢ap1 ve genis boyut dagilimi sergilemektedir [139].

2.8.2.4 Yiiksek devirli homojenizasyon yontemi

Zaman igerisinde gergeklesen partikiil boyutunun biiyiimesi, formiilasyonun fiziksel
olarak kararsizligina ve genis partikiil boyutu dagilimina yol agmaktadir. Bu husus
biiyiik bir sorun teskil ettiginden, kararli bir formiilasyon olusturmak {izere yiiksek
basingli homojenizasyon ve ultrasonikasyon birlikte kullanilarak calismalar

yuritiilmistir [140].

Yontem, lipitin (etken madde ile) erime noktasinin 5-10°C {izerinde eritilmesini
takiben emiilsiyon olusumu i¢in yliksek hizda karistirma altinda aymi sicakliktaki
yiizey aktif madde iceren sulu fazda dagitilmasini icermektedir. Daha sonra, damlacik
boyutunu kiigiiltmek i¢in formiilasyon Sekil 2.12°deki {izere sonikasyona tabi
tutulmakta ve nanopartikiil dispersiyonunu olusturmak i¢in kademeli olarak

sogutulmaktadir [133].
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Sekil 2.12 : Yiiksek devirli homojenizasyon yontemi ile KLN hazirlama
basamaklar1 [141].

Nanopartikiil eldesinde ultrasonikasyonun kullanimi, uzun sonikasyon siireleri
gerektirdiginden bu durum probdan nanopartikiillere metal bulasi riskini arttirmaktadir

[142]. Bu sebeple, ultrasonikasyon siireleri miimkiin oldugunca kisa tutulmalidir.

2.8.3 Kat1 lipit nanopartikiillerin stabilitesi

KLN'nin fiziksel ve kimyasal stabilitesi, stispansiyonun homojen kalma kabiliyeti ve
kristal matriksin yeniden kristallesmeye direnme kabiliyeti olmak {izere iki faktorle
iligkilidir. Siispansiyonun bozulmasina yol acan siiregler; flokiilasyon, g¢okelme,
kremlesme ve birlesme gibi birgok diger dispersiyonda goriilen tipik kararsizliklart

kapsamaktadir [143].

KLN’lerin stabilitesini belirleyen faktorler arasinda 11k, sicaklik, ambalaj malzemesi
ve depolama kosullar1 yer almaktadir. Daha az kararli olan baz1 sistemlerde, yilizey
aktif maddelerin yapisina ve bilesimine bagli olmakla birlikte depolama kosullarinin
ve ambalaj maddesinden de etkili oldugu diisiiniilen jellesme rapor edilmistir [144].
Hidrolize duyarli ilaglar iceren formiilasyonlarda kimyasal stabilite dnem teskil
ettiginden liyofilizasyona tabi tutulmus (dondurularak kurutulmus) bir KLN
formiilasyonu arzu edilmektedir. Dondurulma hizi, yeniden dagilim yontemi gibi
parametreler optimize edilerek liyofilizasyon sirasinda meydana gelebilecek partikiil

boyutu degisimleri en aza indirilebilmektedir [145].
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2.8.4 Kat lipit nanopartikiillerin karakterizasyonu

Schwarz ve digerleri tarafindan yapilan bir calismada; gelistirilen KLN’lerin
karakterizayonu i¢in ortalama partikiil boyutu, polidispersite indeksi (PDI), partikiil

yiikleri i¢in ise zeta potansiyeli parametreleri incelenmistir [146].

2.8.4.1 Partikiil boyutu ve partikiil boyutu dagilimi

Partikiil boyutu, KLN'nin hedeflenen o6zelliklerini degerlendirmek tizere kritik bir
parametredir. Yaygin olarak kullanilan partikiil boyutu analiz teknikleri arasinda lazer
difraksiyon, dinamik 1s1k sagilimi, coulter sayimi, taramali iyon okliizyon algilama,
akis alan1 fraksiyonlamasi yer almaktadir [147]. PDI degeri; monodispers bir dagilim

igin 0’1, genis bir dagilim i¢in ise 0.5’ten biiylik bir degeri gostermektedir [146].

2.8.4.2 Partikiil sekli ve morfolojisi

KLN’ler genellikle kiiresel sekle sahiptir ve bir yiizey aktif maddenin olusturdugu
arayiizey bolgesi tarafindan sabitlenmis bir kati lipit ¢ekirdek ihtiva etmektedir [148].

2.8.4.3 Zeta potansiyeli

Zeta potansiyeli, partikiiller arasindaki elektrostatik itmenin ve -elektroforetik
hareketliligin bir ol¢iitidir [149]. Bir partikiilin sahip oldugu zeta potansiyeli,
partikiiliin belirli bir ortamda elde ettigi toplam yiiktiir. Zeta potansiyelindeki azalma,
fiziksel stabilitedeki azalma ile iliskilidir. Miikemmel bir fiziksel stabilite i¢in -60
mV'den biiyiik, iyi bir fiziksel stabilite i¢in ise -30 mV'den biiyiik bir zeta potansiyeli
degerinin gerekliligi belirtilmistir [150].

2.8.4.4 Etken madde miktar tayini ve enkapsiilasyon etkinligi

Enkapsiilasyon etkinligi (EE), nihai olarak nanopartikiil igerisinde hapsedilen ilag
miktarin1 ifade etmektedir ve elde edilen EE degeri de enkapsiilasyon isleminin

verimliligini ifade etmektedir [147].

KLN'lerin karakterizasyonu i¢in ana parametrelerden biri olan EE, karistirma hiz1 ve
siiresinin yani sira ylizey aktif madde ve ilag konsantrasyonlarindan etkilenmektedir.
Lipitin ve yiizey aktif maddenin yapisi ile konsantrasyonu, optimum EE'ye ulasmak
lizere etkin bir rol oynamaktadir. Ilacin lipofilik 6zelliginin ve ilag ile lipit arasindaki

uyumun yiiksek olmasi da EE yiizdesini artirabilmektedir [151].
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EE’nin objektif bir sekilde degerlendirilmesi adina nanopartikiillerin dis fazdan

ayrilmas1 gerekmektedir ve bu islem santrifiij yoluyla gergeklestirilebilmektedir [152].

[lacin lipite yiiklenme miktarm1 ve EE degerini belirleyen faktorler asagida

siralanmustir:

1. flacn eritilmis lipit i¢indeki ¢dziiniirliigii,

2. {lag eriyigi ve lipit eriyiginin karisabilirligi,

3. Kat1 lipit matriksin kimyasal ve fiziksel yapisi,

4. Lipit maddenin polimorf hali [153].

2.8.4.5 in-vitro etken madde salim

In-vitro ilag salim g¢alismalari, dozaj formunun in-vivo davranigini anlamak tizere
onem teskil etmektedir. Ayrica bu c¢alismalar, dispersiyon sistemlerinin salim
profillerinin degerlendirilmesine yardimci olmaktadir [154]. KLN’ler, ilk olarak suda
az ¢Oziinen maddelerin kolloidal lipit tastyicilardan kontrollii salimini1 saglamak
amaciyla gelistirilmistir [155]. KLN, biyoaktiflerin lipit matriksin bir pargasi oldugu
tamamen kristalize olmus diizenli yapiya sahip lipit damlaciklarindan meydana
gelmektedir. Biyoaktif bilesenin hareketliligi, lipit matriksin fiziksel o6zellikleri
kontrol edilerek ayarlanabildiginden ¢ok daha diisik bir difiizyon hiz
saglanabilmektedir. Bu nedenle KLN uzun siireli salim1 miimkiin hale getirmektedir
[156].

2.8.5 Kat1 lipit nanopartikiillerin uygulama alanlar

KLN'ler nanotasiyici sistem olarak oral, dermal, okiiler ve parenteral uygulamalarda

yararlanilmak tizere kapsamli bir sekilde arastirilmistir [157].

Son aragtirmalar ile; lipofilik nutrasdtikler i¢in pratik bir tasiyict sistem, stabil,
biyoyararlanimi yiiksek ve sulu ortamlarda dagilabilir olmalar1 nedeniyle KLN'lerin
ila¢ ve gida sektorlerinde kullanimi artmistir. Bu baglamda, birgok biyoaktif KLN
formiilasyonlarina yiiklenerek test edilmistir. Ornegin; % 50 kakao yag i¢inde beta-
karoten, stearik asit i¢inde resveratrol, karnauba mumu i¢inde rosmarinik asit,
tristearin, trimiristin ve gliseril monostearat i¢ginde kurkuminoidler ve allantoin, gliseril
monostearat ve Precirol® ATO 5 i¢inde Zataria multiflora ugucu yagi, hidrojene soya

fasiilyesi yagina yiliklenmis nane ugucu yagi [158].
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Kimyasal olarak kararsiz 6zellikteki aktiflerin kati lipit matrikse hapsedilmesi ile KLN
bu maddelerin bozunmasina karst koruyucu etkinlik saglamaktadir. Bu baglamda
KLN'lerin 6zellikle antioksidanlarin, giines koruyucularin, kararsiz kozmetik
bilesenlerin topikal uygulamalar: i¢in avantajli oldugu diistiniilmektedir [159]. Deri
tizerinde film tabakasi olusturarak ortiicii-koruyucu (oklizif) etkilerinin nemliligi
arttirmalari, kirigikliklart azaltmalari, bilesiklerin deri katmanlarina daha fazla niifuz
etmesini veya belirli bir yerde konumlanmasinit miimkiin kilmalari, topikal uygulama
ile aktif bilesiklerin veya bozunma iirtinlerinin istenmeyen renklerini orterek deri
tizerinde beyaz pigment etkisi olusturmalari KLN'lerin topikal uygulamalarda
sagladiklar iistiinliikler arasindadir [160, 161].

Kolloidal karakterleri (100 ile 500 nm arasinda partikiil boyutu), partikiillerin kati hali,
partikiil matriksini olusturan fizyolojik lipitlerin yani sira partikiillerin kararliliginda
rol alan ve viicut tarafindan iyi tolere edilen yiizey aktif maddelerin mevcudiyeti
KLN'leri deri hastaliklarinin tedavisinde nanoboyutlu diger sistemlere nazaran
avantajl bir secenek haline getirmektedir. Deri yiizeyi ile temas eden KLN matriksinin
¢ozilinerek yapisindaki lipitlerin deri lipitleri ile etkilesmesi; etken maddenin deriden
niifuzunu iyilestirmektedir. Bu etkilesim, KLN'nin lipit yapisi ile nano boyuta sahip
olmasi sebebiyle miimkiin hale gelmektedir [162, 163].

2.9 Kalite Tasarim

Tasarim yoluyla kalite (QbD); onceden tanimlanmis hedeflerle baslayan, iiriin ve
uriine giden siire¢ hakkinda bilgi edinmek ve nihayetinde siireclerin kontroliinii
saglamak i¢in bilimle birlikte risk yonetimi yaklagimlarini kullanarak ilag¢ gelistirmeye
yonelik sistematik bir yaklasimdir [164]. QbD ilkeleri, her sektorde iiriin ve siireg
kalitesini gelistirmek {izere kullanilmaktadir [165]. Onceden tanimlanmis kalite
ozelliklerine sahip, basarili {irlin gelistirmeyi saglamak amaciyla kritik iirlin ve siire¢

parametrelerini derinlemesine kavramanin gerekliligini vurgulamaktadir [166].

QbD, yontem i¢in bir hedefin tanimlanmasini zorunlu kilmakta ve en iyi yontem
basarisini elde etmek {iizere alternatif yontemlerin sistematik bir sekilde kapsamli

olarak degerlendirilmesini ve arastirilmasini vurgulamaktadir [164].

Stire¢ analiz teknolojileri (PAT); “nihai {iriin kalitesini saglamak amaciyla, ham ve

islem asamasindaki malzeme ve siireclerin kritik kalite ve performans 6zelliklerinin
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zamaninda (yani islem sirasinda) Olgiilmesi yoluyla {iretimin tasarlanmasi, analiz
edilmesi ve kontrol edilmesine yonelik bir sistem” olarak tanimlanmistir. PAT'in
amaci, mevcut ilag kalite sistemiyle tutarli iiretim siirecini anlamay1 ve kontrol etmeyi

gelistirmektir: [167].

2.9.1 llacta Tasarim Yoluyla Kalite

laclarin gelistirilmesinde QbD; kritik kalite &zellikleri (CQAs), deneysel tasarim
(DoE), risk degerlendirmesi ve siire¢ analiz teknolojileri (PAT) gibi araglarin
kullaninmim1 ~ kapsamaktadir. Kalite, sadece son {iriinlin test edilmesiyle
belirlenmemekle birlikte kritik kalite 6zellikleri hastanin giivenligini ve iiriiniin tesirini

etkiledigi i¢in kontrol edilmesi gereken parametrelerdir [166].

QbD ig¢in tiriin ve siireci igeren bilgi tabani; hammaddelerdeki degiskenligin, siireg ile
triiniin kritik kalite ozellikleri (CQAs) arasindaki ve CQA'lar ile iriiniin klinik
Ozellikleri arasindaki iliskinin anlasilmasini  gerektirmektedir. QbD; ilacin
gelistirilmesi siiresince daha bilimsel, risk temelli, biitiinsel ve proaktif bir yaklagima
dogru ilerlemenin yolu haline gelmistir [167]. QbD; ilacin tasarlanmasi, gelistirilmesi
ve yliksek kaliteli ilag tirinlerinin tiretilmesine katkida bulunma hedefi tasimaktadir

[165]. QbD'nin avantajlari su sekilde 6zetlenebilmektedir:
e Hastanin giivenligi ve iirlin etkinligine odaklanmaktadir.
e Farmasotik silireg ve yontemlerin bilimsel olarak anlagilmasini saglamaktadir.
e Uriin tasarim ve siire¢ gelistirmeyi kapsamaktadir.
e Bilimsel temelli risk degerlendirmesi yapmaktadir.

o Kritik kalite 0zellikleri belirlenerek bunlarin nihai trin kalitesi izerindeki

etkisi analiz edilmektedir.

e Giivenilir bir yontem veya siire¢ sunmaktadir [165].

2.9.2 Deneysel Tasarim

DoE, bir siireci ve ¢iktisini etkileyen faktorler arasindaki iliskileri belirlemek iizere

tasarlanmis bir yontemdir [168].

Ozellikle ila¢ ve biyofarmasotikleri kapsayan sektdrlerde, birgok farkli siire¢ igin
veriye dayali modeller gelistirmek elzemdir. Bu da genellikle DoE metodolojisine
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eslik eden bir modelleme yaklasimi olan YYM kullanilarak gergeklestirilmektedir
[169]. YYM; bir yanit1 etkileyen kritik faktorler belirlendikten sonra yanit yiizeyi
modellemesi kullanilarak bir hedefe ulasmak, bir yanit1 en yiiksek veya en diisiik
diizeye getirmek, varyasyonu azaltmak, yanitlar1 kontrol ederek siire¢ parametrelerini
gelistirmek, iyilestirmek, optimize etmek ve siireci giivenilir hale getirmek gibi ¢coklu
hedeflere ulagmak amaciyla kullanilmaktadir [170, 171]. YYM,; CCD ve Box-

Behnken tasarimi olmak iizere ikiye ayrilmaktadir [168].

Optimizasyon ve miimkiin olan en iyi sonucu bulma siirecinde, CCD olarak
adlandirilan bir DOE tiirii ortaya ¢cikmistir. CCD, ¢esitli deneysel tasarimlardan elde
edilen sonuglara ve ampirik modellere dayanarak mantiksal olarak diisiinme ve ¢ok
degiskenli analizler yapmak iizere yol gostermektedir [172]. CCD, birinci dereceden
bir modele uyum saglamak i¢in birinci dereceden bir tasarimla baslayarak ardindan
daha biiyiik ikinci dereceden modele uyum saglamak adina tasarim noktalarinin

eklenmesiyle YYM’nin asamal1 yapisina uygun bir sekilde gelistirilmistir [173].

2.10 Deri Iritasyonunun Belirlenmesi

Bir test maddesinin deri irritasyonuna yol agabilme ihtimali giivenlik prosediirleri
gergevesinde Onemli bir konudur. Maddelerin beyani, iretimi, taginmasi veya
pazarlanmasi igin irritasyon potansiyelinin degerlendirilmesi toksikolojik rutin
degerlendirmenin bir pargast olup ve bu degerlendirmenin sonucu yasal makamlar
tarafindan da talep edilmektedir [174, 175].

OECD TG 404 kilavuzunca maddelerin risk siniflandirilmasi ve tehlike bildirimleri,
sebep olduklar1 eritemin ve 6demin Draize puanlarina doniistiiriilmesi ve bu puanlarin

baz alinmasi ile gergeklestirilmektedir [176, 177].

Irritasyonun belirlenmesinde geleneksel olarak Draize testine ve klinik testlere
dayanan kombine bir strateji kullanilmaktadir [81]. Akut deri irritasyonunun in-vivo
degerlendirilmesinde kullanilan Draize testinin bir uyarlamasi ise su sekildedir: 0,5
mL (sivilar i¢in) veya 0,5 g (katilar i¢in) seyreltilmemis madde, ii¢ albino tavsanin
tiras edilmis derisine yama altinda uygulanmaktadir. 4 saat maruz birakildiktan sonra
yamanin ¢ikarilmasinin ardindan eritem ve 6dem gorsel olarak gozlemlenmekte ve

puanlama gergeklestirilmektedir [178-180].
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Draize testi, Tablo 2.1°deki iizere sayisal puanlama sistemine doniistiiriilen deri
lezyonlarinin (eritem ve O0dem) giinliik klinik gdzlemlerini icermektedir [176].
Epidermis ve dermis boyunca gozle goriiliir haldeki nekroz benzeri reaksiyonlara
hi¢bir puan atfedilmemis olup irritasyon ile ilgili deri lezyonlarinin (6rn. alopesi,
hiperkeratoz, hiperplazi, pullanma) 14 giine kadar tersine c¢evrilebilirligi
gozlemlenmistir. Yontem; her bir hayvan i¢in maruziyet sonrasi 1, 24, 48 ve 72 saat
igerisinde eritem ve Odem i¢in ortalama Draize puanlarinin hesaplanmasina ve
maddelerin irritasyona sebep olmayandan siddetli irritasyona sebep olan derecesine
kadar siniflandirilmasina dayanmaktadir [176, 178, 179, 181].

Tablo 2.1 : Deri reaksiyonlarinin derecelendirilmesi [176].

Eritem ve Yara Kabugu Olusumu Puan Odem Olusumu
Eritem mevcut degil. 0 Odem mevcut degil.

Cok hafif eritem 1 Cok hafif 6dem

(belli belirsiz zor algilanir) (belli belirsiz zor algilanir)
Iyi tanimlanmus eritem 2 Hafif 6dem

(belirli bir yiikselme neticesinde
alanin kenarlar iyi belirlenmis)

Orta ila siddetli eritem 3 Orta derecede 6dem
(yaklasik 1 mm yiikselmis)

Eritem derecelendirmesini engelleyen 4 Siddetli 6dem
yara kabugu olusumuna kadar siddetli

1 ' fazla yiikselmi
eritem (s181r eti kizariklig) (I mmden fazla yukselmis ve

maruziyet alaninin étesine uzanan)

Protokollerin iyilestirilmesini, hayvan sayisinin azaltilmasini ve in-vivo testlerin in-
vitro test yontemleri ile yer degistirmesini amaglayan modern yaklasimlar 1siginda
Draize testi yeniden degerlendirilmistir. Degerlendirme neticesinde, test maddesine
maruziyet siiresi 24 saatten 4 saate indirilerek hayvanlar i¢in testin daha az stresli hale

getirilmesi gibi birtakim iyilestirmeler yapilmistir [77].

Draize testi; tekrarlanabilirliginin diigsiik olmasi, yalnizca % 59 oraninda dogruluk
oran1 sunmasi, yontemin Oznelligi, subjektif puanlama ve yorumlama, test
hayvanlarinda siddetli agr1 ve strese neden olmasi sebebiyle elestirilmektedir [63, 77,

182]. Ilave olarak, insan saghg {izerindeki etkileri ©6ngérme kapasitesinin
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degerlendirilebilmesi adina karsilastirmali insan verilerinin bulunmamasi ya da sinirh

olmasi nedeniyle hayvan testleri yetersiz kalmaktadir [175].

Bununla birlikte, gereksiz hayvan kullanimina iliskin etik kaygilar ve verimli, diisiik
maliyetli klinik Oncesi tarama testlerine duyulan ihtiyag irritasyonun belirlenmesi
tizere alternatif yontemlerin gelistirilmesi hususunda itici gii¢ olmustur [81]. Tiim bu
nedenler dogrultusunda deri irritasyonunun degerlendirilmesi ig¢in Draize testine

alternatif olarak asagidaki yontemlerden yararlanilmaktadir:

e Hiicre sitotoksisite testleri
Notral kirmizist alimi testi (24 veya 48 saat maruziyet)
Notral kirmizisi salim testi (5-30 dakika maruziyet)
Hiicre protein testi
Plazminojen aktivator testi
Tripan mavisi testi
MTT testi
Adenozin trifosfat (ATP) testi

Diger sitotoksisite analizleri (Sitoplazmik enzimlerin salim dl¢timleri, DNA

sentezi Ol¢limleri, propidyum iyodiir yontemi)
e Hiicre fonksiyonuna dayal1 testler
e 3B kiiltiir sistemleri ve doku modellerinin kullanim1 [183, 184].

In-vitro testler, in-vivo olarak insan derisinde meydana gelen olaylari yeterince
yansitamamaktadir. Bu nedenle, irritasyonun belirlenebilmesini miimkiin hale
getirmek iizere gesitli mekanizmalara dayanan tamamlayici yontemlerin birarada
kullanilmas: gerekli olabilmektedir [185]. Ote yandan &n inceleme ydntemi olarak
kullanilan in-vitro testler, deneysel hayvan ¢aligmalarinda veya klinik deneylerde
siddetli irritasyon reaksiyonlarinin meydana gelme ihtimalini azaltmak adina da yararli
olacaktir [80].

Irritasyonun  saptanmasma dair kullanilan alternatif ydntemlerden —siklikla

uygulananlar asagida kisaca agiklanmustir.

29



2.10.1 Hiicre sitotoksisite testleri

Insan deri hiicreleri iizerinde gerceklestirilen hiicre kiiltiirii yontemlerindeki son
gelismeler, hiicre sitotoksisite testlerinin deri irritasyon testi i¢in bir segenek olarak
degerlendirilmesini saglamistir. Sitotoksisite testlerinin mevcut tavsan deri yama
testlerinin yerini alabilecegi ifade edilmistir [77, 84]. Hiicre sitotoksisite testleri,
toksisite ve irritasyon etkilerinin tahmininde kullanilan yaygin test yontemleri
arasindadir [185]. [n-vitro sistemlere kiyasla hiicre kiiltiirleri, insan derisinin verdigi
yanitlar1 6ngérme konusunda daha yiiksek dogrulukta veriler sunma Kabiliyetine

sahiptir [186].

Anyonik yiizey aktif bir madde olan sodyum tetradesil siilfatin irritasyon etkisini
degerlendirmek amaciyla insan keratinosit hiicre hattinda (HaCaT) sitotoksisitesi
calisgilmistir. Hiicrelerde 6demli sisme ve kiitlesme, biiyiimenin inhibisyonu ve

tutunma kaybi gibi doza bagli morfolojik degisiklikler gozlenmistir [187].

Yapilan bir ¢alismada, kimyasallarin insan epidermal keratinositleri ve keratinosit-
dermal fibroblast ko-kiiltiirlerindeki irritasyon etkileri degerlendirilmistir. Test edilen
yiizey aktif maddeler igin doz-yanit 6zellikleri ve in-vitro yanitlar ile insan yama testi
puanlar1 (eritem ve 6dem) arasinda uyumluluk oldugu bulunmustur. Sonuglar, yama
testi yanitlart ile her iki hiicre kiiltiirindeki hiicre canliligi ve enflamatuar sitokin
salimi arasinda yakin bir iligki oldugunu gostermektedir. Bu da insan deri hiicre
kiiltiirlerindeki hiicre canliligy, sitotoksisite ve enflamatuar sitokin salimi yanitlarinin

irritasyonun degerlendirilmesi {izere kullanilabilecegini gostermektedir [186].

Bilesiklerin deriye tatbik edilmesi ve stratum korneuma niifuzlarinin ardindan temas
ettikleri ilk canli hiicreler keratinositlerdir. Bu sebeple keratinositler, irritasyona neden
olan maddeler i¢in uygun bir hedef olarak goriilmektedir. Buna karsin, tek katmanl
keratinosit kiiltiir teknigi secici gegirgen bariyer ve hiicreler arasi etkilesim gibi deri
Ozelliklerinden yoksun oldugundan in-vivo yontemlerin yerini tek basimna
tutamamaktadir [185, 187]. Bu baglamda, irritasyon yanitini oldugundan yiiksek
gostermesine  karsin hizli  bir On tarama aract olarak Kkeratinositlerden
yararlanilabilmektedir [185]. Ancak elde edilen verilerin ihtiyatli bir sekilde

yorumlanmasi gerekmektedir

Keratinosit bazli toksisite analizleri i¢in 3B hiicre kiiltiirii sistemi gelistirmek iizere

Olumstizlestirilmis HaCaT hiicreleri kullaniimaktadir. 3B HaCaT hiicre kiiltiirii sistemi
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deri ile ilgili genleri ve proteinleri ifade ederek test bilesiklerine karsi deri benzeri

fenotip ve yanit gostermistir [188].

2.10.2 MTT testi

1983 yilinda gelistirilen MTT yontemi, hiicre canlilig1 testleri arasinda “altin standart”
olarak kabul edilmektedir. MTT; hiicrelerin yan1 sira doku Kkiiltiirlerinde de
kullanilmakta olup deri irritasyonu, deri korozyonu ve goz irritasyonunun belirlenmesi
tizere yapilan testlerde hiicre canliliginin 6l¢timii i¢in Kullanilmaktadir [184]. MTT
testi, farmasotik veya kozmetik iiriin bilesimlerine dahil edilmek iizere tasarlanan

kimyasallarin deri irritasyon riskinin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. [78].

Sekil 2.13’te asamalar1 gosterilen MTT testinde, hiicre canliliginin ve gogalmasinin
kantitatif kolorimetrik tayini igin tetrazolyum tuzu kullanilmaktadir. Tetrazolyum
halkas1 aktif mitokondride parcalandigindan reaksiyon sadece canli hiicrelerde
gerceklesmektedir. Dolayisiyla test ile 6lii degil yasayan hiicreler tespit edilmekte ve
sonuglar yiiksek hassasiyet ile spektrofotometrede (ELISA) okutularak sitotoksisite

diizeylerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir [189].

Hiicreler ekilir (5000, 10000
veya 20000 hiicre/plak)

Medyum aspire edilir. MTT
gozeltisi eklenir.

Mitokondriyel
rediiktaz P 3 saat

MTT Formazan

Olugan formazan kristalleri
DMSO’da ¢oéziinir.

\ Absorbans 570 nm’de okunur.

Hiicre canlihgi kontrole gore
yiizde olarak hesaplanir.

Sekil 2.13 : MTT testinin asamalar1 [184].
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2.10.3 Ug boyutlu kKiiltiir sistemleri ve doku modelleri

3B kiiltiir sistemleri ya da doku modellerinde, maruziyetin ve Draize testlerindeki
gbzlem siiresine karsilik gelen inkiibasyon siiresinin sonunda MTT testi kullanilarak
hiicre canlilig1 6lgtilmekte ve canlilik verilerinden yola ¢ikilarak uygulanan bilesigin

irritasyon potansiyeli belirlenmektedir [182].

Espersen ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, doku modeli {izerinde
yapilan histolojik incelemelerde uygulamadan sonraki 7. giine dek tutarli bir hiicresel
degisiklik ve yanit olmadig1 goriilmustiir. Bu netice, dokularda meydana gelen hiicre
canliligi degisimlerinin saptanmasinda MTT aktivitesi 6l¢limiiniin daha hassas bir

yontem oldugunu gostermektedir [182].

Izole edilmis organ modelleri, hiicre sitotoksisite testleri ve biyolojik olmayan
sistemler gibi ¢ok sayida in-vitro model de hayvanlar iizerinde gergeklestirilen
irritasyon testlerine alternatif olarak 6nerilmistir. Bariyer fonksiyonu ve enflamatuar
sitokin salimi gibi derinin tasidigi Ozellikleri kapsayan in-vitro insan derisi
modellerinin kullaniminin, epidermal enflamatuar yanitin baslangicinin altinda yatan
mekanizmalari anlasilmasina katkida bulunacagi ve insanlarda risk degerlendirmesi
amaciyla elde edilen verilerin elestirel bir sekilde degerlendirilmesine olanak

saglayacagi diisiiniilmektedir [46].

Bu nedenle, biyomiihendislik {iriinii olan deri esdeger in-vitro modelleri, insanlar
tizerindeki etkilerin ve toksisitenin hizli, dogru ve spesifik sekilde degerlendirilmesini

saglayan hayvan deneylerine alternatif teskil edebilmektedir [190].

Son yillarda; bilimsel arastirmalarin ilag arastirmalari kismii olusturan klinik
caligmalara ve insan uygulamalarma yonelik geleneksel primer hiicre kiiltiirii
caligmalarinin, sundugu verilerin kisith oldugu diisiiniilmektedir. Geleneksel olan iki
boyutlu (2B) in-vitro hiicre kiiltiirleri; optik seffaflik, substrat tutarliligi, kolay
kullanim, saglamlik, tekrarlanabilirlik, nispeten diisiik maliyet, elektrofizyoloji
teknikleriyle uyumluluk ve yiiksek verimli tarama gibi avantajlar sunmaktadir [191].
Kolay ve kullanigh olmasina karsin 2B kiiltiirler; hiicrelerin karmasik 3B bir gevre
iginde biiylidiigli in-vivo durumun basit taklitlerini teskil etmeleri ana sebep olmak
tizere ¢ok sayida dezavantaj sergilemektedir [192]. Hiicre ¢alismalarindan elde edilen
doz ve terapotik etkinlik hakkindaki veriler bu baglamda yol gosterici ilk galismalardr.

Fakat hayvan deneyleri ve Kklinik c¢aligmalara gegildiginde, organizmanin
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gelismisligine ve kompleksligine bagl olarak bu verilerin yetersiz kaldig: hatta bazi
durumlarda verilerin uyumsuzluk gosterdigi gorilmistiir. Bununla birlikte 2B
kiiltiirler; dokular arasindaki arayiiziin olusturulmasi, in-vivo aktiviteleri, oksijen,
karbondioksit, besin ve atiklarin zamansal dagilimini diizenledigi bilinen diger

mikrogevresel faktorlerin 6zellestirilmesi gibi zorluklart da igermektedir [193].

Etik kaygilarin 6tesinde hayvan modellerinin bir¢ok hususta sinirli kalmasi bir baska
soru isaretini olusturmaktadir. Insan derisi ve hayvan modelleri arasindaki fizyolojik
farkliliklar da arastirma sonuglarmin tutarsiz olmasina yol agmaktadir [194]. Ote
yandan in-vivo deneyler; in-vitro ¢alismalara kiyasla daha zahmetli, pahali ve zaman
alicidir. Ayrica, hayvan deneylerinin ardindan klinik deneylere ulasan ilaglarin
yaklasik % 92'si igin insanlar {izerinde giivenli ya da etkili olmadiklari i¢in FDA onay1
alamadiklar1 belirtilmistir. FDA onayi alan ilaglarin ise % 8'inin yarisi i¢in hayvan
testleri sirasinda tespit edilemeyen yan etkiler dolayisiyla geri g¢ekilmekte veya

yeniden etiketlenmekte olduklar: ifade edilmistir [195].

Gergeklestirilen birgok ¢alisma; hayvan modellerinin ve 2B doku modellerinin tiirler
aras1 farklilik, gercek zamanli gozlem yetersizligi ve dinamik deneysel kontrol
eksikligi gibi kritik smirlamalar gosterdigini ortaya koymustur [196]. Mevcut
eksiklikleri gidermek hedefiyle {izerinde calisilmak istenen hiicre hattin1 iceren 3B

doku modelleri ve bu modelleri ihtiva eden test kitleri gelistirilmistir.

Alternatif yontemlerin olusturulmasi esnasinda, yontemin validasyonu onemli bir
sorun haline gelmektedir. Hatta ¢ogunlukla yeni gelistirilen alternatif yontem
sonuglarinin yaymlanmig verilerle karsilagtirilmasi ile validasyon elde edilmektedir.
Ozellikle deri irritasyon potansiyelinin degerlendirilmesi &rneginde kargilastirma
yapilan mevcut veriler ¢ogunlukla hayvan deneylerinden yani Draize tavsan

testlerinden elde edilmektedir [197].

Dolayisiyla, gelistirilen bu modeller i¢in otoritelerce validasyon yapilmis olup
aralarinda hayvan testlerine alternatif olarak kabul edilmis test ve modeller
bulunmaktadir. Diinya ¢apindaki biyoteknoloji sirketleri de gelistirdikleri ilag ve
biyoteknolojik iiriinlerin testlerini gergeklestirmek lizere doku miihendisleri tarafindan

gelistirilen 3B doku modellerini tercih etmektedir.

Ornegin, solunum sistemi hedefli bir biyoteknolojik ilaca dair gerceklestirilecek ileri

arastirmalar igin primer insan alveolar epitel hiicrelerinden olusan 3B doku modeli

33



EpiAlveolar™’den yararlanilabilmektedir. Bir bagka 6rnek olarak 3B in-vitro insan
ince bagirsak doku modeli Epilntestinal™ ile toksisite, metabolizma, ilag emilimi

caligmalar1 yapilabilmektedir.

EpiOcular™ doku modelinin gelistirilmesini takiben model {izerinde c¢alisilarak
hayvan testlerine alternatif olacak ve OECD test kilavuzlarinca (OECD TG 492)
validasyonu yapilmis olan in-vitro EpiOcular Go6z Irritasyon Testi protokolii
gelistirilmistir. EpiOcular™ doku modeli hayvan testlerine alternatif bir in-vitro
yontem olarak goz ile temas eden materyallerin gelistirildigi ¢alismalarda g6z
irritasyonu, kasinti ve yanma diizeylerinin degerlendirilmesinde endiistri tarafindan

uzun yillardir aktif sekilde kullanilmaktadir.

Doku miihendisligi ile organ ve dokularin biyolojik agidan benzerleri
olusturulabilmekte ve bu esdeger modeller ilag, teshis, arastirma caligmalarinda
kullanilabilmektedir. Doku miihendisligi yontemlerinin ¢ogunda canli hiicreler
kullaniimaktadir. Bu hiicrelerin fazla miktarda ve giivenilir bir sekilde tedarik edilmesi
kritik 6nem tasimaktadir. Hiicreler genellikle donér dokulardan veya kok hiicrelerden

elde edilmektedir [198].

Hiicre kiiltlirii sistemlerinin mithendisligine yonelik ilk ¢abalar ile hiicre seklinin,
konumunun, biiytimesinin ve farklilasmis dokulara 6zgii hiicre islevinin kontrolii i¢in
mikro-ortamlar saglayan yapigkan alt tabakalarin {iretimine odaklanilmistir.
Farklilagma, hiicre ya da dokunun yapisal ve/veya islevsel degisikliklere ugramasini
ve in-vivo canli dokulardaki benzer hiicrelerin davraniglarina yakin 6zel davraniglar
sergilemesini ifade etmektedir. Son on yildaki gelismeler, canli doku ve organlarin 3B
karmagik mikroyapisini yeniden olusturabilen gelismis hiicre kiiltiirii ortamlarmin
tretimini mimkiin kilmistir. Dokulart taklit edebilen mikro-ortamlar yeniden
canlandirilmis ancak bu ortamlarin sadece hastalik mekanizmalarinin kismi evrelerini

taklit edebildigi gézlemlenmistir [199, 200].

Doku kiiltiirleri, tek tip basit hiicre tabakalari veya farkli hiicre tiplerini ve bunlar
arasindaki etkilesimleri iceren karmasik 3B organotipik sistemler olarak
tiretilebilmektedir. Ayrica bu sistemler, doku miihendisligi yoluyla hem yapisal hem
de fizyolojik olarak doku ve organlara benzetmek amaciyla hiicre disi matriksten

tiretilen yap1 iskeleleri iizerinde de yetistirilebilmektedir [201]. Sekil 2.14°te

34



asamalar1 sematize edilen 3B biyobaski teknolojisi de ilag test platformlari ve modeller

olusturmak {izere katkilar saglamaktadir [202].

Sekil 2.14 : Biyobaski siirecinin asamalar1 [202].

Tasarlanan 3B doku modelleri; toksisite testlerinin, hastalik mekanizmalarinin, ilag
testlerinin, terapotik etkilerin ve ilag etkinliginin, saglikli ve patolojik dokulardaki
temel hiicre biyolojisinin daha iyi anlasilmasi tizere hayvan modellerine ve geleneksel
2B kiiltiir modellerine alternatif olarak gelistirilmis ve kullanilmaya baglanmistir [196,
200].

Madi ve digerleri tarafindan gerceklestirilen bir ¢aligmada; insan derisinden primer
insan dermal fibroblastlar1 izole edilmistir. Insan dermal dokusunu olusturmak
hedefiyle gelistirilen 3B doku tizerinde DNA elektrotransferinde hiicre dis1 matriksin

rolii arastirilmistir [203].

Choe ve ark. fizyoloji ve patofizyoloji calismalarinda kullanmak iizere insan bronsiyal
mukozasi i¢in bir doku modeli gelistirmistir. Gelistirilen modelin; fizyolojik olarak
hiicre dis1 matriks, fonksiyonel silialar, silli hiicreler, mukus salgilayan hiicreler, bazal
hiicrelere doniisen epitel farklilagma, mukus salgisi, tip I kolajen icinde fibroblast
iceren farklilagmis bir epitel sunarak insan solunum yolunun karakteristik 6zelliklerini

ve islevlerini sagladigi belirtilmistir [204].

2.10.3.1 insan derisi doku modelleri

Son on yilda, insan derisi esdegerleri veya organotipik kiiltiirler olarak bilinen insan
derisini taklit eden 3B in-vitro doku modellerinin gelistirilmesi ile epidermal hiicre
biyolojisinin anlagilirligr ileri seviyeye tasinmis ve bu baglamda yeni deneysel

sistemler kazandirilmistir [205].

In-vitro deri kiiltiirii sistemlerinin degerlendirilmesinde en onemli kriterlerden biri

etkin bir secici gegirgen bariyerin mevcudiyetidir [206]. RhE’ler; stratum korneumun
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lipit yapisi, siki1 baglant1 bariyerleri ve deri yiizeyinin pH degeri olmak {izere insan
derisi ile benzer 6zellikler tagimaktadir. RhE, keratinosit ve fibroblast hiicreleri basta
olmak {izere 6ncesinde 2B Kkiiltiirde ¢ogaltilan ardindan canli ve etkilesimli bir yap1

olusturmak {izere kademeli olarak birlestirilen hiicresel bilesenlerden olusmaktadir
[207].

3B deri modeli teknolojisi, ¢ok hiicreli karmasik deri fizyolojisini daha verimli temsil
edecek sekilde matriks tizerine yerlestirilmis basit keratinositlerden (RhE) ve iistiine
keratinosit yerlestirilmis dermal-kolajen matriksinden (tam kalinlikta RhE)
gelistirilmektedir [63].

Doku miihendisligi, hiicre dig1 dogal matriks acisindan zengin bir RhE dokusunun
tiretilmesine olanak tanimaktadir. Primer insan dermal fibroblastlari, kolajence zengin
bir 3B hiicre dis1 matriks salgilayarak ve bu matriksi diizenleyerek dogal ¢evreyi yani
matriksi yeniden tiretebilmektedir [208].

Sekil 2.15°te 3B RhE modelinin yapim asamalari gdsterilmektedir.

Ozel hiicre ortami m

L
Tip 1 Kolajen Hava-sivi L) 1sein ‘
\ arayuzu O sonra
)
- - 2 &L
»
o ®
Dermis 3 Boyutlu Kiiltiir 3 Boyutlu Deri
# Fibroblastlar G Keratinositler

Sekil 2.15 : Ug boyutlu yeniden yapilandirilmis epidermal modelin
olusturulma basamaklar1 [209].

Bir ¢alismada; epidermal modele yapilan uygulamadan sonra doku insertlerindeki
farklilasma ve deri Kkalitesini incelemek amaciyla histolojik degerlendirme
gergeklestirilmistir. Esdeger modelde epidermisin  varligt  dogrulanmis ve
uygulamalarin esdeger deri modeli {izerine etkileri incelenmistir. Sekil 2.16°da
goriildiigli tizere, pozitif kontrolde dermis ve epidermisin ayrilmasiyla birlikte
epidermiste bozulma ve epidermal hiicrelerde hiicresel yap1 hasarina isaret eden hiicre
bosluklar1 gorilmistiir. Fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS) uygulanan negatif kontrol
gruplarinin ise saglikli, hiicrelerin histolojik ve hiicresel yapilarinin korunmus ve

MTT'de hiicre canliligin1 gésteren morumsu renk oldugu tespit edilmistir [210].
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Kontrol Negatif Kontrol - PBS Pozitif Kontrol - %5 SDS

Sekil 2.16 : Deri irritasyon modelindeki kontrollerin histolojik kesitleri
(Kesikli ¢izgi; dermis, diiz ¢izgi; epidermis, mor doku; canli doku, beyaz
doku; hiicre 6liimii) [210].

Pinto ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir calismada, gelistirdikleri in-vitro RhE
modeline uygulanan nanopartikiil formiilasyonunun stratum korneumda hiicreler
arasindaki lipit arayiiziinde biriktigi ve daha sonra bu partikiillerin hiicreler aras1 gegcis
yolunu takip ettigi ifade edilmistir. Sekil 2.17°de a-Tokoferol yiiklii ve floresan isaretli
NLTlerin (TOC-DiONLT) yesil rengin yogun oldugu stratum korneumun ist
katmaninda konumlandigi ve ardindan floresan isaretli a-Tokoferol'liin

nanopartikiillerden salindiktan sonra membrandan gectigi gézlenmistir. [50].

Sekil 2.17 : TOC-DIONLT lerin in-vitro deri emilimine ait goriintiiler. (A)
Insan epidermis modeli kesiti. (Mavi; hiicre ¢ekirdekleri, yesil; TOC-
DiONLT) (B) Hiicre etrafindaki yapiy1 gosteren (A) modele ait kesit [50].

2.10.3.2 Irritasyonun Saptanmasina Yénelik Doku Modelleri

Yakin gelecekte, hayvan deneylerinin yasaklanabilme ihtimali ve insanlarin dogrudan

ilk denek olamayacagi g6z Oniinde bulundurularak deri irritasyonunun
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degerlendirilmesi  iizere alternatif in-vitro yontemler gelistirilmistir. Deri
irritasyonunun saptanmasi tizere bir¢ok hiicresel fonksiyona dayali test ve hiicre
sitotoksisite testleri denenmistir. Gergek in-vivo deriyi taklit etme hususunda daha
basarili oldugundan 3B kiiltiir sistemleri umut verici olarak goriilmiis ve bazilar
ticarilestirilmistir. Bir¢ok deneysel ortamda, in-vitro deri irritasyon testlerinin nihai
hedef olan insan in-vivo test sonuglari ile yliksek derecede uyumluluk gosterdigi de
ifade edilmistir [183].

Deri irritasyonu tizerine laboratuvar hayvanlarinda yapilan testler hayvanlarda ciddi
boyutlarda rahatsizlik ve agriya neden olabilmektedir. Bu kapsamda, 6rnegin dermal
korozyonun (CORROSITEX™, EPISKIN™, EpiDerm™ gibi insan derisi
modellerinin kullanildig: testler) ve irritasyonun (6rnegin hiicre hatlari, birincil tek
katmanl kiiltiirler, deri dilimleri, organ kiiltlirleri ve RhE esdegerlerine dayanan in-
vitro hiicre ve doku kiltiiri modelleri, model igeren farkli ticari Kkitler)

degerlendirilmesi igin gesitli alternatif yontemler gelistirilmistir [77, 211].

Deri irritasyonun saptanmasina yonelik gelistirilen insan deri esdeger modelleri, insan
keratinositlerinin veya fibroblastlarinin tek katmanli hiicre kiiltlirlerinden epidermisin
3B modellerine kadar uzanan bir gesitlilik gostermektedir. Genel itibariyle hiicre
kiltiirleri, tekli bilesenlerin deri hiicreleri tizerindeki etkilerini (proliferasyon
kapasitesi, farklilasma, kolajen sentezi ve sitokin ifadesindeki degisiklikler vb.) test
etmek tizere kullanilmaktadir. Yapay insan dokulari ise karigimlari ve nihai
formiilasyonlar1 test etmek iizere kullanilmakta olup bu modellerde dokularin daha ¢ok
farklilasmasina izin verilerek insanlarda irritasyon potansiyelinin belirlenmesinde

O6nemli bir bariyer iglevi goren stratum korneumun olusumu miimkiin kilinmaktadir

[212].

Dermal esdeger model iizerinde yetistirilen keratinositlerin hava-sivi arayiiziinde
yetistirildiklerinde tabakalastigi ve farklilastigi, kiiltiir ortamina daldirilmis halde
yetistirildiklerinde ise farklilasmamis tek tabaka olarak kaldiklari tespit edilmistir
[213]. Sekil 2.18’de goriildiigi lizere RhE modelleri, klasik tek katmanli hiicrelerin
aksine insan derisini taklit edebilmektedir. Bu 3B modeller, keratinosit kiiltiirlerinin
cesitli substratlar iizerinde hava-sivi arayiiziinde biiylime kabiliyetine dayanarak saf
veya seyreltilmis test malzemelerinin topikal olarak model iizerine uygulanmasini
miimkiin hale getirmektedir. Modellerin yiizeyi havaya maruz kalabilmektedir. Bu

durum, kimyasal bilesiklerin irritasyon potansiyelinin tek katmanli hiicre kiilttirlerine
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kiyasla in-vivo 6zelliklere daha benzer kosullar altinda degerlendirilebilmesine olanak

tanimaktadir [214].

Sekil 2.18 : (A) n-vivo insan epidermisi ve (B) 3B insan epidermis modeli
(SkinEthic Laboratories) i¢in histolojik kesit karsilastirmasi [174].

Sekil 2.19°da ise EpiDerm™ modeli iizerinde yapilan topikal bir uygulama sematik

e

olarak gosterilmistir.

Uygulama

Kiiltiir kuyucugu
Epidermal doku s

Insert kuyucugu

Membran

Besiyeri

Sekil 2.19 : EpiDerm™ uygulamasina dair sematik gosterim [215].

ECVAM (Avrupa Birligi Alternatif Metotlar Validasyon Merkezi), deri irritasyon
modellerinin validasyonu i¢in 2003 yilinda analizlere baglamistir. Takip eden yillarda
EpiSkin™, EpiDerm™ ve SkinEthic™ gibi ¢cok sayida in-vitro deri irritasyon testini
kapsayan model ECVAM tarafindan OECD kilavuzlarinca (OECD 439) in-vivo tavsan

deri irritasyon testinin yerini almak {izere onaylanmistir [216].

Validasyon ¢alismalarinin tamamlanmasiyla, insan deri esdeger modellerinin in-vitro
deri irritasyon testlerinde kullanimina yonelik performans standartlar: tanimlanmastir.

Bu standartlar, ilerleyen yillarda benzer bilimsel esaslara dayanan ve ayni biyolojik
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veya toksik etkiyi 6l¢en ya da tahmin eden diger benzer test yontemlerinin ("me-too"

testleri) de dogrulugunu ve giivenilirligini degerlendirmek iizere kullanilmistir [174].

Giincel c¢alismalar incelendiginde, RhE modellerinin kimyasallarin sebebiyet
verebilecegi deri hassasiyetini in-vitro yontemlerle belirlemek tizere dogrulanmis
oldugu goriilmektedir. ilave olarak bu modeller; kozmetik, ila¢ ve tibbi cihazlar igin
gerceklestirilen ve yasal otoritelerce talep edilen giivenlik testlerinde de
kullanilabilmektedir [88]. insan deri in-vitro modelleri, enflamatuar yanitta gdrevli
olan dolasimla baglantili damarsal unsurlar1 igermemesine karsin deride enflamatuar
yanitin baslatilmasinda onemli rolii olan hiicre tipini (epidermal keratinosit)
icermektedir [80]. Modellerden elde edilen in-vitro sonuglar ve insanlardaki klinik
yanitlar karsilastirilmistir. Karsilagtirma sonucunda, irritasyona neden olan bir
maddeye yanit olarak deri esdeger modellerinden salinan proenflamatuar
mediatorlerin 0 maddenin insan derisindeki irritasyon potansiyeline dair fikir edinmek

tizere yararli oldugu gosterilmistir [81].

RhE test sistemi, farmasotik triinlerin deri irritasyon potansiyelinin 6ngoriilmesine
yonelik toksisite analizlerinde kullanilmis ve bitmis tiriinlerin test edilmesi tizere 6zel
bir protokol gelistirilmistir. Test maddelerini, irritasyona neden olan (1) ve irritasyona
neden olmayan (NI) seklinde siniflandirmak iizere esik degeri % 50 canlilik olarak
belirlenmistir. Bu esik degerin altindaki canlilik orani ise irritasyona neden olan (1)

olarak kabul edilen bir 6ngérii modeli tanimlanmigtir [174].

Nagasawa ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, povidon-iyot dahil olmak
tizere klinik kullanimlaria yonelik ¢esitli antiseptiklerin deri irritasyon potansiyelleri
ticari olarak temin edilen 3B deri modelleri {izerinde degerlendirilmistir. Sonuglar
incelendiginde, 3B deri modeli ile gergeklestirilen deri irritasyon caligmasi verilerinin
in-vivo caligma sonuglariyla uyumluluk gosterdigi ve bu uyumun 3 dakikalik ve 10
dakikalik uygulama gruplarinda 30 dakikalik gruba gore daha yiiksek oldugu
gorilmistiir [214].

2.10.3.3 Ug boyutlu yeniden yapilandirilmis insan epidermal (RhE) modeli
EpiDerm™

EpiDerm™, insan kaynakli keratinositlerden olusan bir RhE modelidir. Modelin
tiretimi asamasinda Kkeratinositler, 6zel olarak hazirlanmis gegirgen hiicre kiiltiirti

insertleri iizerinde Kkiiltlirlenerek olgun epidermisin karakteristik ve gelismis
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farklilasma seviyelerine ulasilabilmektedir [217]. Model; insan epidermisinin tabakali,
oldukga farklilagmis, organotipik benzeri bir doku modelini tiretmek iizere kimyasal
ortamda yetistirilen saglikli insan epidermal keratinositlerinden olusmaktadir [73].
Modelde, diizenli tabakalardan ve in-vivoya benzer sekilde dizili hiicreler arasi lipit
tabakalar1 igeren ¢ok katmanli bir stratum korneum mevcuttur [218]. Stratum bazale,
stratum spinosum, stratum granulosum ve ¢ekirdeksiz stratum korneum dahil olmak

tizere tiim hiicre katmanlar1 bulunmaktadir [219].

Ayrintili sekilde incelendiginde; Sekil 2.20°de yer alan histoloji mikrograflarinda
biiyiik ¢ekirdekli bir bazal tabaka, bir miktar yassilagsmis hiicreler ve daha az (daha
kiiciik) ¢ekirdekli bir spindz tabaka, keratohiyalin graniilleri ile doldurulmus graniil
tabakas1 ve oldukga yassilasmis, ¢ekirdeksiz hiicrelerden olusan bir stratum korneum

tabakasi goriilmektedir [220].

S
c— ——
)
/

e —

Lot # 249 Lot # 274 Lot # 285

Sekil 2.20 : Rastgele se¢ilmis EpiDerm™ numunelerinin histolojik kesitleri
[220].

EpiDerm™ modelinin lipit profili; saglikli insan derisinin epidermisine benzer
miktarda tim lipit smuflarmi  (fosfolipitler, sfingomiyelin, fosfatidilkolin,
fosfatidilserin, fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamin, kolesterolsiilfat,
glukosfingolipitler, seramidler, serbest yag asitleri, kolesterol, lanosterol, digliseritler,
trigliseritler ve kolesterol) icermektedir [221]. Insan deri dokusunda bulunan
farklilagsmaya 6zgii bir dizi protein ifadesinin degerlendirilmesi sonucunda keratin 6,
deri kaynakli antilokoproteinaz, prolince zengin proteinler, involukrin ve

transglutaminazin EpiDerm™ modelinde de ifade edildigi saptanmistir [222].

In-vitro deri modelleri, deri kaynakli mediatorlerin enflamatuar yanitlardaki gérevini
aydinlatmak {izere tasarlanan arastirmalarda yararli olmaktadir [223]. EpiDerm™
modelinin; IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-15, Prostaglandin E, Graniilosit Makrofaj
Koloni Uyaric1 Faktor (GM-CSF) ve TNF-a gibi enflamatuar ve immiinomodiilator
sitokinleri ifade ettigi tespit edilmistir. IL-10 ve IL-8 i¢in en yiiksek ifade seviyeleri
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goriiliirken IL-6, IL-15 ve GM-CSF en diisiik ifade seviyelerini gostermistir. 1L-10
icin ise gen ifadesi tespit edilememistir [223, 224].

Insan epidermisini ¢ok yakindan taklit etmesi nedeniyle dermal maruziyetin ve
toksisitenin  Ongoriildiigii calismalarda; Ornegin kimyasallarin deri asindirma
testlerinde, kozmetik iiriin ve hammaddelerin deri irritasyon ¢alismalarinda,
fototoksisite ve deri penetrasyon caligmalarinda kullanilmak iizere EpiDerm™

modelinin bilimsel gegerliligi dogrulanmustir [225].

Model kapsaminda irritasyon testi, EpiDerm™ modelinin topikal olarak test
maddesine maruziyetinin ardindan MTT uygulamasiyla olusan mavi formazan
tuzunun dokulardan ekstraksiyonu ve hiicre canliliginin kantitatif olarak olgiilmesi ile
gerceklestirilmektedir. Negatif kontrollere kiyasla test maddelerine maruz kalan
dokularda goriilen hiicre canliligindaki azalma, test maddelerinin deri irritasyon

potansiyelini 6ngormek tizere kullanilmaktadir [226].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kullanilan Maddeler ve Cihazlar

Tez galigmasi siiresince kullanilan maddeler, yararlanilan cihazlar ve arag gerecler

asagidaki bagliklarda ifade edilmistir.

3.1.1 Kullanilan Maddeler

Calisma stiresince kullanilan maddeler Tablo 3.1°de detaylica belirtilmistir.

Tablo 3.1 : Kullanilan maddeler.

Adi Marka
Aromatik Turmeron Cayman Chemical-Amerika
Asetik Asit Merck-Almanya
Asetonitril Isolab-Almanya
Compritol® 888 ATO (Gliseril behenat) Gattefossé-Fransa
DMSO Isolab-Almanya
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline MatTek-Amerika
Etanol Merck-Almanya
EP1-100-NMM Besiyeri MatTek-Amerika
FBS Thermo Fisher Scientific
Fosforik asit Merck-Almanya
[zopropanol Isolab-Almanya
Kurkumin Sigma Aldrich
MTT Sigma Aldrich
Plantacare® 810 (Kapril glukozit) BASF-Tiirkiye
Potasyum dihidrojenfosfat Merck-Almanya
Sodyum dodesil siilfat MatTek-Amerika
Tween 80 Sigma Aldrich
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3.1.2 Kullamlan Cihazlar ve Arag¢ Geregler

Calisma siiresince yararlanilan cihazlar ve arag geregler Tablo 3.2°de belirtilmistir.

Tablo 3.2 : Yararlanilan cihazlar ve arag geregler.

Adi Marka
Alt1 kuyucuklu plaka Nest
Amber renkli cam vial Isolab
Biyogiivenlik kabini Faster SafeFAST
Buzdolab1 Beko
C18 kolon Inertsil Spum, 250x4.6mm

Distile su cihazi
Diyaliz membrane
EpiDerm™ Kiti
Etuv
Floresan mikroskobu
Hassas Terazi
Manyetik 1siticili karistiric
Partikiil boyutu ve Zeta 6l¢iim cihazi
Pastor pipeti
Penset
pH-metre
Prob ug
Santrifiij
Spektrofotometre
Steril ekiivyon ¢ubugu
Steril enjektor
Steril gazli bez
Taramali Elektron Mikroskobu
Homojenizator
Ultrasonik banyo
Ultrasonik Homojenizator
Yatay calkalayici
Yiiksek basingli s1vi kromatografisi

Human Power |
Spectra/Por
MatTek
Memmert
Zeiss Axio Observer Z1
Ohaus
Heidolph
Malvern, Nano ZSP
Isolab
Rodus
Mettler Toledo
Bandelin MS 73
Hermle Z 326 K
BioTek Powerwave XS
True Line
Genject
DS Saglik
Thermo Scientific, Quattro ESEM
IKA, Ultra-Turrax T25
Elma 660/H
Bandelin Sonopuls
Stuart
Shimadzu LC20-AT

3.2 Yontem

3.2.1 Aktif bilesenlerin yiiksek basinch s1ivi kromatografisi ile standart

dogrularinin ¢izilmesi

Kurkumin’in ve Turmeron'un miktarini belirlemek iizere yapilan analizlerde, Sekil
3.1’de goriilen Shimadzu LC20-AT yiiksek basingli sivi kromatografi (YBSK)
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sisteminden (Shimadzu, Kyoto, Japonya) ve Shimadzu SPD-20A UV-Vis

dedektoriinden yararlanilmistir.

Kurkumin i¢in asetonitril (ACN) : fosfat tamponu (fosforik asit kullanilarak pH 3’e
ayarlanmistir) (80:20, h/h), Turmeron igin ise ACN : % 0,4 (h/h) asetik asit iceren ultra
saf su (45:55, h/h) mobil faz olarak kullanilmistir. Kurkumin igin 35 °C firin sicakligi
saglanmistir. C18 kolon (250x4,6 mm; 5 um-GL Sciences Inert Sustain) araciligiyla
ayirma, mobil faz akis hiz1 1,0 mL/dakikalik diisiik basing gradyam: kosullarinda
gerceklestirilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL olmak iizere Kurkumin igin 420 nm'de,

Turmeron tespiti i¢in 240 nm'de UV detektorii uygulanmastir.

Sekil 3.1 : Kullanilan YBSK cihazi.

Miktar tayini ¢alismalarinda kullanilmak tizere Kurkumin ve Turmeron i¢in standart
dogrulart olusturulmustur. 10 mg Kurkumin ve 10 mg Turmeron iki farkli balon jojeye
eklenerek ACN igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve hacimce 100 mL’ye tamamlanmustir.
Boylelikle 0,1 mg/ml konsantrasyona sahip stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. Standart
dogrularinin ¢izilmesi i¢in kilavuzlarda belirtildigi izere en az 5 farkli konsantrasyon

degeri onerilmektedir.

Buradan hareketle stok ¢ozeltilerden seyreltmeler gergeklestirilerek sirasiyla 20 pg/ml,
10 ug/ml, 5 ug/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 0,1 ug/ml ve 0,05 pg/ml olmak tizere 7 farkli
konsantrasyonda olmak tizere ornekler hazirlanmistir. Her bir konsantrasyon igin iig

paralel érnek ile calisiimistir. Orneklerin YBSK sisteminde olusturduklar1 egri alti
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alanlar1 ile konsantrasyonlara karsi grafikler olusturulmustur. Elde edilen dogrularin
denklemleri ve determinasyon katsayilart hesaplanmistir.
3.2.1 Analitik yontem validasyonu

Analitik bir yontemin kabul edilebilir olmasini1 saglayan validasyona dair parametreler

asagida belirtilmistir:
e Dogrusallik (Linearity)
e Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik (Accuracy and Recovery)
e Kaesinlik (Precision)
— Tekrar edilebilirlik (repeatability)
— Tekrar elde edilebilirlik (reproducibility)
e Ozgiinliik, Secicilik (Specificity)
e Teshis ve Tayin Sinirlar1 (LOD ve LOQ)

e Dayaniklilik, stabilite (Stability)

3.2.1.1 Dogrusalhik

Dogrusallik; ornekte bulunan etken maddenin belirli sinirlar  igerisindeki
konsantrasyonu ile elde edilen absorbans degerinin orantili olduguna dair bir
gostergedir. Bu amagla, konsantrasyona karsilik gelen egri altindaki alan degerlerinin
dogrusal regresyon yontemi ile regresyon dogrusu hazirlanmaktadir. Yontem 3.2.1°de
detaylica bahsedilen standart egrisinin ¢izimine yonelik ¢calismalar gergeklestirilmistir.

Determinasyon katsayisi ile dogrusallik degerinin tayini yapilmistir.

3.2.1.2 Dogruluk ve geri elde edilebilirlik

Dogruluk ve geri elde edilebilirlik, tespit edilen deneysel degerin gergek absorbans
degerine yakimligin1 6l¢mek iizere yapilan c¢alismalardir. Miktar tayini yonteminin

dogrulugu, geri alma yiizdesine baglidir.

Kurkumin ve Turmeron igin 20, 10 ve 5 pg/ml konsantrasyonlarinda 3 farkli drnek
hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler Kurkumin igin 420 nm, Turmeron igin ise 240 nm
dalga boyunda arka arkaya 6 kez YBSK ile okutulmustur. Bu alan degerlerine karsilik

gelen konsantrasyon degerleri standart dogrular yardimiyla hesaplanmistir.
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Hesaplanan konsantrasyon degerlerinden % geri elde degerleri denklem 3.1°de
belirtildigi gibi hesaplanmistir.

C Pratik

% Geri Elde = yy—

100 (3.1)

C Pratik: Etken maddelerin kalibrasyon denkleminden elde edilen konsantrasyon

degerleri

C Teorik: 20, 10 ve 5 pg/ml

3.2.1.3 Kesinlik

Kesinlik, miktar tayini yontemi icin gergeklestirilen birbirini takip eden o6lgiimler
arasindaki yakinlik derecesidir. Tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik
derecelerinin de bir ol¢iistidiir. Standart sapma (SS) ve varyasyon katsayisi ile ifade
edilmektedir. Analitik yontemin Kkesinligi i¢in ayni konsantrasyondaki &rnek
istatistiksel olarak yeterli degerlendirmenin yapilabilecegi sayida art arda olgiilerek
aritmetik ortalama, SS ve bagil standart sapma (% BSS) degerleri hesaplanmis

ardindan degerlendirilmistir.

3.2.1.3.1 Tekrar edilebilirlik

Tekrar edilebilirligin belirlenmesi igin standart dogru denklemi olusturmak tizere
hazirlanan stok ¢ozeltiden bir konsantrasyon (5 pg/mL) segilmistir. Ardindan bu
konsantrasyondaki ¢ozeltinin egri alti degeri YBSK sistemi ile arka arkaya 6 kez
ol¢tilmistiir. Bu 6lgiimlerde okunan egri alt1 alan1 igin ortalama (ORT) ve SS degerleri
ile % BSS hesaplanmistir.

BSS’nin % 2’den az olmasi yontemin tekrar edilebilir oldugunu géstermektedir.

3.2.1.3.2 Tekrar elde edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik igin ayn1 stoktan hareket edilerek seyreltme ile hazirlanan 6
adet ayn1 konsantrasyondaki (5 ng/ml) ¢6zeltinin egri alt1 alan degerleri 6lgtilmustiir.
Bu alanlara karsilik gelen konsantrasyon degerlerinin ORT, SS, BSS degerleri

hesaplanmustir.

Bulunan varyasyon katsayisinin % 2’den kiigiik olmasi yontemin tekrar elde
edilebilirligini gostermektedir.
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3.2.1.4 Ozgiinliik, secicilik

YBSK yonteminin, analiz edilmek istenen maddeyi formiilasyondaki veya ortamdaki
diger maddelerden ayirabilme Kabiliyetinin olmasi gerekmektedir. Kurkumin ve
Turmeron piklerinin diger maddelerin pikleri ile cakisip ¢akismadigi gosterilmistir. Bu
amagla, ACN ve in-vitro salim ¢aligmalarinda reseptor faz olarak kullanilan fosfat
tamponu: Tween 80 (19:1) ¢oziicilerinin ve etken madde c¢ozeltilerinin YBSK
sistemine enjeksiyonlar: yapilarak etken maddelerin alikonma zamanlarinda herhangi

bir pik olup olmadig1 incelenmistir.

3.2.1.5 Teshis ve tayin simirlar1 (LOD ve LOQ)

Teshis st (limit of detection: LOD), analizi gerceklestirilen maddenin kabul
edilebilir diizeyde dogruluk ve tekrarlanabilirlik ile tespit edilebilecegi en diisiik
konsantrasyonu ifade etmektedir. Sinyal/giiriltii oranimin 3,3 kati olarak kabul
edilmektedir.

Tayin smir1 (limit of quantitation: LOQ) ise analizi gergeklestirilen maddenin tayin
edilebilecegi en diisiik konsantrasyonu ifade etmektedir. Sinyal/giiriiltii oran1 10 ile

carpilarak tayin sinir1 belirlenmistir.

Bu sinirlar, diisiik konsantrasyondaki bir seri 6rnegin analiz edilmesi ile belirlenmistir.
Kalibrasyon esitliginde en diisiik degere karsilik gelen alanlarin SS degerleri
hesaplanmigtir. Ardindan bu degerlerin ortalamasi, segilen kalibrasyon egrisinin
egimine bolinmistiir. Bu deger 3,3 ile carpilarak teshis smiri, 10 ile carpilarak ise
tayin sinir1 belirlenmistir. Saptama sinir1 ve tayin siirt ¢aligmalarinda 10’ar érnekle

calisilmistir.

3.2.2 Kat lipit nanopartikiil formiilasyonunun gelistirilmesi

KLN formiilasyonlari, Sekil 3.2°de basamaklar1 gosterildigi lizere yiiksek devirli
homojenizasyon yontemi Kullanilarak hazirlanmigtir [135, 227-229]. Kat1 lipit olarak
mono, di ve trigliseritlerin bir karigim1 olan Compritol® 888 ATO (C888) secilmistir.
Yiizey etken madde olarak ise iyonik-olmayan Plantacare® 810 (P810) segilmistir.
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Sekil 3.2 : KLN’lerin hazirlanilmasini kapsayan basamaklar (Biorender ile
olusturulmustur.).

Kurkumin ve Turmeron tartilarak kati lipit C888 ile karistirilmistir. Ardindan 85°C'de
karisim eritilmistir. Eriyen lipit igerisinde Kurkumin ve Turmeron homojen halde
¢oziinene kadar 300 rpm'de manyetik karistirici lizerinde sabit sicaklikta bekletilmistir.
Ayni zaman diliminde P810 bidistile suya eklenmis ve elde edilen su fazinin sicakligi

da 85 °C'ye getirilmistir.

Erimis haldeki lipitin sicakliginin diiserek yeniden katilagmasini 6nlemek amaciyla
sicak su banyosunda tutulan lipit fazina homojenizatér (Ultra-Turrax T25)
uygulanirken ayni sicakliktaki su fazi yavasca eklenmistir. 20.000 rpm'de bes dakika
boyunca homojenize edilmistir. Ardindan 10 dakika, 10 devirde (9 s “on”, 1 s “off”)
ve % 40 enerji uygulamasi ile ultrasonikasyon uygulanmistir. (prob; MS 73, Bandelin
Sonopuls UW 2070, Berlin, Almanya). Daha sonra, formiilasyonlar oda sicakligina
getirilmistir. Oda sicakligina ulastiktan sonra beherlerin agzi parafilm ile kapatilarak

formiilasyonlar buzdolabinda + 4 °C'de muhafaza edilmistir.

Yapilan her denemenin ardindan KLN’lerin enkapsiilasyon etkinligi hesaplanmis ve
partikiil boyutu ol¢iilmiistiir. Bu verilerden yola ¢ikilarak optimum formiilasyon
secilmistir. Ardindan ii¢ paralel 6rnek olarak hazirlanan optimum formilasyonun

karakterizasyon ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir.

3.2.3.1 Deneysel tasarim

KLN formiilasyonlarinin optimizasyonlarmi gergeklestirmek tiizere YYM’den
yararlanilmistir.  Onformiilasyon ve deneme calismalarmin neticelerinden yola
cikilarak C888 ve P810 miktarlari, KLN ozelliklerini etkileyen iki temel degisken
olarak tanimlanmistir [230, 231].

49



Tanimlanan iki bagimsiz degiskenin KLN iizerindeki etkileri CCD kullanilarak bes
ayr1 seviyeyle (- a, - 1, 0, 1, + a) kapsamli bir sekilde analiz edilmistir. a degeri 1,44
olarak secilerek tasarimin ortogonalligi ve donebilirligi korunmustur. Metodolojinin
dogrulugunu arttirmak i¢in dort faktor noktasi, dort eksen noktasi ve merkezi noktanin

bes tekrar1 olmak tlizere 13 deneme gergeklestirilmistir.

Tablo 3.3’te formilasyonun ozellikleri iizerinde etkili bagimsiz degiskenlerin

verilerine dair araliklar verilmistir.

Tablo 3.3 : Merkezi kompozit tasarim igin segilen parametreler.

Degiskenler Degisken seviyeleri

-1.41 -1 0 1 141
A (888 (% a/h) 0.47 0.8 1.6 24 2.73
B P810 (% a/h) 0.23 0.4 0.8 1.2 1.37

DoE ve takibinde istatiksel analizler i¢cin Design-Expert yazilimi kullanilmistir.
Deneysel ¢iktilarin belirlenmesi asagida yer alan denklem 3.2°de belirtilen kuadratik

polinom denklemi uygulanarak gerceklestirilmistir:
Y: Bo+B1A+ B2B+ B12AB+ Br1A* B2B? (3.2)

Bu denklemde Y &ngoriilen yamiti, A ve B bagimsiz degiskenleri, A? ve B2 ise
etkilesimi ve ikinci dereceden bilesenleri ifade etmektedir. Akabinde Po kesisme
noktasini, f1 ve P2 lineer katsayilari, B12 etkilesim katsayisini, P11 ve P22 ise ikinci

dereceden katsayilar1 temsil etmektedir.

Bagimsiz degiskenlerin ¢iktilar tizerindeki etkisini belirlemek i¢in p<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilerek varyans analizi (ANOVA) yapilmistir.
Ayarlanmis ve tahmini korelasyon katsayilar1 (r?) hesaplanarak uygulanan modelin

uygunlugu degerlendirilmistir.

Uc boyutlu yiizey grafikleri ¢izilmis ve segilen bagimsiz degiskenlerin KLN
dispersiyonunun 6zellikleri izerine etkisi gorsellestirilmistir. En yiiksek Kurkumin EE
degerini ve en kiiciik partikiil boyutunu saglayan yaniti icermek iizere optimum KLN
formiilasyonu secilmistir. Secilen optimum KLN formiilasyonu, ii¢ tekrarli olarak
hazirlanmistir. Bu formiilasyonlardan alinan veriler, tahmin edilen verilerle

karsilastirmali olarak incelenmistir.
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Tablo 3.4 : Merkezi kompozit tasarim matriksi.
Degiskenler (% a/a)

Run A:C888 B:P810
1 0.8 1.2
2 1.6 0.8
3 0.47 0.8
4 1.6 0.8
5 1.6 0.8
6 0.8 0.4
7 2.4 1.2
8 2.4 0.4
9 1.6 1.37
10 1.6 0.8
11 1.6 0.23
12 1.6 0.8
13 2.73 0.8

3.2.3.2 Partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli degerlerinin

olciimii

Zetasizer Nano ZSP (Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK) cihazi ile 25 °C sicaklik
ve 173° ac1 kosullar saglanarak formiilasyonlarin partikiil boyutu ve PDI degerleri
dliilmiistiir [232]. Ozellestirilmis bir kiivet ve mikroelektroforez yontemiyle zeta
potansiyeli saptanmistir. Olgiimler dncesinde formiilasyonlar 1:100 oraninda ultra saf

su ile seyreltilmistir. Her formiilasyon igin en az 3 kere 6l¢iim gergeklestirilmistir.

3.2.3.3 Enkapsiilasyon etkinligi

Formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi igin santrifiij metodu
se¢ilmistir [233, 234]. Kurkumin ve Turmeron yiiklii KLN formiilasyonundan 1,5 ml
almarak 15.000 rmp’de 1 saat siiresince santrifiij uygulanmistir. Santrifiij neticesinde
formiilasyon pellet ve s1vi siipernatant olmak tizere iki faza ayrilmigtir. Her faz yeni
bir tiipe aktarilmigtir. Siipernatant ve pellet 6rnekleri ACN ile seyreltilerek (1:100)
hazirlanmistir. Son olarak 3.2.1’de bahsedilen YBSK yontemi ile oOlgiimler

gerceklestirilmistir.

Elde edilen siipernatantlar i¢in enkapsiilasyon etkinliklerinin tayinini gergeklestirmek

tizere asagidaki denklem 3.3 kullanilmistir:

toplam etken madde miktari—enkapsiile olmayan etken madde miktari

% EE = * 100

(3.3)

toplam etken madde miktart

3.2.3.4 Kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonlarindaki etken madde miktar tayini
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Optimum KLN formiilasyonu igerisindeki etken madde (Kurkumin ve Turmeron)
miktar tayininin gergeklestirilmesi iizere, formiilasyondan 200 pl 6rnek alinarak ACN
ile tamamlanmistir. Calkalanarak igerisindeki lipitlerin ACN ile ¢6ziinmesi
saglanmistir. Elde edilen ¢ozelti, 0.45 um por boyutuna sahip membran filtreden
gecirilmigtir. 3.2.1°de bahsedilen YBSK yontemi ile Kurkumin ve Turmeron

miktarlar tayin edilmistir. Ayni1 islem tekrarlanarak 3 tekrar halinde ¢alisilmistir.

3.2.4 Kat lipit nanopartikiillerin morfolojik analizi

Optimum KLN formiilasyonunun morfolojik incelemesi ¢evresel taramali elektron
mikroskopu  (Thermo  Fisher  Scientific, Quattro ESEM)  kullanilarak
gerceklestirilmistir [235]. Goriintiileme oncesinde KLLN dispersiyonlari deiyonize su
ile seyreltilmistir. Ardindan birer damla alinarak karbon kapli bakir 1zgara {izerine
damlatilmigtir. Oda sicakliginda kurumasi beklenmistir. Kuruma sonrasinda STEM

modunda ve 30 kV’de ¢esitli agilardan nanopartikiillerin gériintiileri alinmistir.

3.2.5 Kat1 lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin stabilite calismalari

Stabilite tayini i¢in, formiilasyonlar gorsel olarak gozlemlenmis ve 2 ay siiresince 5
°C£3 °C’de muhafaza edilerek 6l¢timleri yapilmistir [150]. Formiilasyonlar; fiziksel
goriiniim, partikiill boyutu, PDI degeri ve zeta potansiyeli olmak {lizere cesitli
parametreler bakimindan belirli zaman araliklarinda analiz edilmistir. Analizler, ii¢

tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

3.2.6 Kati lipit nanopartikiil formiilasyonundan in-vitro salim calismasi

Etken maddeler Kurkumin’in ve Turmeron’un optimum KLN formiilasyonundan in-
vitro salimlarinin analizi i¢in diyaliz yontemi segilmistir [236, 237]. Membran diyaliz

yontemi, in-vitro ilag salimini aragtirmak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir
[238].

Calisma oncesinde diyaliz membran (Spectra/Por membran, 12-14 kDa) yarim saat
stiresince Dbidistile suda bekletilmistir. KLN formiilasyonundan 3 paralel 6rnek
alinarak (10 ml) 3 farkli membran igerisine eklenmistir. Diyaliz membranlar, standart

klipsler ile kapatilmistir. Ardindan 75 mL fosfat tamponu: Tween 80 (19:1; pH 7.4)

ortami iceren beherler icerisine yerlestirilmistir.

52



Reseptor fazin ugmasini 6nlemek adina beherlerin agzi aliiminyum folyo ve parafilm
ile kapatilmistir. Salim galismasi 32 °C + 0,5 °C ve 100 rpm/dk doniis hizi saglanarak
calkalayicili inkiibatorde gerceklestirilmistir. Belirli zaman araliklarinda (0, 0.25, 0.5,
1, 2,3,4,5, 6, 8, and 24. saatlerde) reseptor fazdan 0,5 mL 6rnekler alinarak ayni
miktarda taze ortam ile tamamlanmistir. Boylelikle sink kosulu saglanmistir. Salinan

Kurkumin ve Turmeron miktarlar1 valide edilmis YBSK yontemi ile tayin edilmistir.

3.2.7 U¢ boyutlu doku modeli EpiDerm™ ile in-vitro deri irritasyon ¢alismasi

Valide edilmis ve epidermis esdegeri olarak istifade edilen EpiDerm™ ile in-vitro deri
irritasyon testi ¢alismalar1 gergeklestirilmistir [239, 240]. Bu ¢alisma, EpiDerm™ deri
irritasyon testi i¢in belirlenmis kosullar1 takip eden OECD Test Kilavuzu 439'a
dayanmaktadir [241]. Uygulama kapsaminda incelenen parametreler arasinda MTT

testi neticesinde hesaplanan hiicre canliligi verileri bulunmaktadir.

3.2.7.1 Maruziyet 6ncesi EpiDerm™ dokularinin hazirlanmasi

EpiDerm™ irritasyon testi protokolii dahilinde, teslim alindiktan sonra biyokabin
igerisinde dokular1 iceren Sekil 3.3’teki plaka agilmistir. Sekil 3.4’teki lizere her bir
dokuyu igeren insert, biyokabin icerisinde ve mikroskop altinda tek tek kontrol
edilmistir. Bu asamada, Sekil 3.4’te gorildiigii lizere dokularin biitiinligi ve
yiizeylerindeki nemlilik kontrol edilerek tiim insertlerin ¢alismaya uygun sekilde
biitiinligiint korudugu goézlemlenmis ve plaka yeniden buzdolabina yerlestirilmistir.
Protokolde belirtildigi iizere doku kusurlari, yiizeyinde asir1 nem goriilen, yogun
olarak sivi ile kaplanmis (yiizeyin % 40'indan fazla) kusurlu dokular1 kullanilmamasi

gerekmektedir.
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Sekil 3.4 : (A) Temin edilen EpiDerm™ dokularini igeren plakanin lot numarasi. (B)
Dokuya ait ilk mikroskop goriintiisii.

Sekil 3.5’te mevcut, EpiDerm™’ye &zel besiyeri (EPI-100-NMM) oda sicakligina
(20-25°C) getirilmistir. Oda sicakligina ulasan besiyeri, yeni ve steril 6 kuyucuklu
plakalarin her kuyucuguna 0.9 mL olacak sekilde eklenmistir. Ardindan teslim alindigi
sekliyle plakada bulunan insertlerin altlar1 steril gazli beze silinerek, taze besiyeri

eklenmis olan 6 kuyucuklu plakalarin {ist sirasina yerlestirilmistir.
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Sekil 3.5 : EpiDerm™ dokularinin besiyeri (EPI-100-NMM).

Kapagi kapatilan plaka, her bir insert dokusunun besiyeri ile temasini saglamak adina
yatay diizlemde dairesel hareketle yavasga sallanmistir. Boylelikle, insertlerin yeni
plakaya yerlestirilmesi esnasinda altlarinda kalarak besiyerinin dokulara ulagsmasini

engelleyebilecek hava kabarciklarinin giderilmesi hedeflenmistir.

Yeni plakaya yerlestirilen insertlerin doku yiizeyleri steril ekiivyon cubuklar ile
nazikce kurulanmistir. inkiibatore (37 = 1 °C, % 5 + 1 CO2, 95 % RH) yerlestirilen
dokular 60 dakika siiresince bekletilmistir. Bu siire sonunda inkiibatorden alinan

insertler, 6 kuyucuklu plakalarin taze besiyeri eklenmis olan alt sirasina aktarilmigtir.

Doku yiizeyleri, yeniden steril ekiivyon ¢ubuklar ile kurulanmistir. Daha sonra 18 + 3
saat kalmak iizere plaka inkiibatore (37 + 1 °C, % 5+ 1 CO», 95 % RH) yerlestirilmistir
[242]. Besiyeri ise buzdolabina (5 + 3 °C) kaldirilmustir.

3.2.7.2 Dozlama ve test maddelerine maruziyet

Ertesi giin, besiyeri (EPI-100-NMM) buzdolabindan ¢ikarilarak oda sicakligina (20-
25 °C) getirilmistir. Bu siire zarfinda, 18 + 3 saatlik inkiibasyon siiresi tamamlanmustir.
Maruziyet uygulamasina baglamadan 6nce, yeni ve steril 6 kuyucuklu plakalarin her
kuyucuguna 0.9 mL olacak sekilde besiyeri eklenmis ve plakalar isimlendirilip

numaralandirilmistir.
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Bu yeni plakalar inkiibatore yerlestirilip maruziyet uygulamasindan 5 dakika once,
dokular1 igeren plakalar ile birlikte biyokabine alinmistir. Biyokabine alinan insertlerin
doku yiizeylerindeki nem alinmis ve doku biitiinliikleri kontrol edilmistir. Calisiimaya

uygun sekilde biitiin dokularin biitiinliiklerini korudugu dogrulanmastir.

Ardindan, maruziyet calismasina gecilmis ve insert basina 30 pL olacak sekilde
formiilasyonlar ve test maddeleri dokulara uygulanmistir. EpiDerm™ Kiti dahilinde
temin edilen % 5 konsantrasyonundaki sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢6zeltisi pozitif
kontrol, Sekil 3.6’da mevcut steril Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (DPBS) ile

muamele edilen insertler ise negatif kontrol olarak kullanilmigtir.

Packaging info: Bag (Saééhetto di plasticay LDIY!
 please cheek local puidelines for proper disposd.

Sekil 3.6 : EpiDerm™ Xkiti igerisindeki DPBS.

Uygulama gruplar1 pozitif kontrol, negatif kontrol, Kurkumin+Turmeron, Kurkumin

ve Turmeron yiiklii KLN, bos KLN formiilasyonu olarak belirlenmistir.
e Negatif kontrol grubu (DPBS).
e Pozitif kontrol grubu (% 5 SDS)
e DMSO’da ¢oztinmiis Kurkumin ve Turmeron

e Kurkumin ve Turmeron yiiklii KLN
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e Bos KLN

Dozlanan EpiDerm™ dokulari, 35 dakika siiresince inkiibatorde bekletilmistir.
Ardindan inkiibatérden c¢ikarilip biyokabine yerlestirilerek maruziyet siiresi 60
dakikaya tamamlanmistir. 60 dakika siiren maruziyet sonrasi, insertlerde herhangi bir
test maddesi veya formiilasyon kalmis olmasi ihtimaline karsin her bir doku steril
DPBS ile yikanmstir. insertler doldurulup bosaltilarak siirekli DPBS akisi altinda
yikanmistir. Bu basamak her insert i¢in 15 kere tekrarlanmistir. Bu islem ile test
maddelerinin dokulardan tamamen uzaklastirilmasi hedeflenmektedir. Sonrasinda
insertler, DPBS dolu behere daldirilarak beher i¢inde dairesel hareketle yikanmustir.
Bu islem her bir insert i¢in 3 kere tekrarlanmistir. Boylelikle olasi kalintilarin

uzaklastirilmasi hedeflenmistir.

Son olarak ise, her insert igin DPBS ile iceriden ve disaridan 1 kere olmak tizere son
yikama gerceklestirilmistir. Biyokabin igerisinde insertler nazikc¢e sallanarak DPBS
kalintilar1 uzaklastirilmistir. 6 kuyucuklu yeni plakanin iist sirasina 0.9 mL taze
besiyeri konulmustur. Altlart steril gazli beze silinen dokular, yeni plakanin st
sirasina yerlestirilmistir. Doku ylizeyleri, steril ekiivyon cubuklar ile kurulanmistir. Bu

asamalar, tlim insertler i¢in tek tek ve hassasiyetle gerceklestirilmistir.

Kurulama islemi gerceklestirilen dokular, 24 saat beklemek iizere inkiibatore

yerlestirilmistir.

3.2.7.3 MTT canhlik testi

24 saat siiren inkiibasyonu takiben, 24 kuyucuklu yeni bir plaka isimlendirilmis ve
numaralandirtlmistir. Dokular, uygulama gruplari dikkate alinarak mikroskopta
incelenmigtir. Donmus konsantre MTT mediumu buzluktan ¢ikarilarak ¢dzlinmesi
beklenmistir. 24 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna 300 pL olacak sekilde hazirlanan

taze MTT ajan1 eklenmistir.

Inkiibatorden ¢ikarilmis 6 kuyucuklu plakalardan alinan doku insertlerinin alti steril
gazli bez ile silinmistir. insertler tek tek MTT ajam ekli yeni 24 kuyucuklu plakaya
yerlestirilmistir. Bu plaka, 3 saat beklemek tizere inkiibatore (37 + 1 °C, % 5+ 1 COs,
95 % RH) yerlestirilmistir.

3 saatlik MTT inkiibasyonunun ardindan, her bir insertin bulundugu kuyucuktaki MTT
mediumu pipet ile uzaklastirilmistir. Kuyucuklar, DPBS ile doldurulup bosaltilarak

57



dokular yikanmistir. Ikiser defa tekrar edilen bu islemin ardindan doku yiizeyleri

kurulanmistir.

Dokular bulunduklar1 kuyucuklardan gikarilarak altlar steril gazli bez ile silinmis ve
24 kuyucuklu ekstraksiyon plakasma aktarilmigtir. Oziitleyici mahiyetinde doku
basma 2 mL izopropanol kuyucuklara eklenmistir. EpiDerm™ dokulariin tamamen
izopropanol ile kapl olmasina dikkat edilmistir. Plakanin kapagi kapatilarak 1sik
gérmemesi icin plaka aliiminyum folyo ile sarilmistir. Izopropanoliin u¢masini
onlemek adina kilitli torba igerisine konulmustur. Boylelikle MTT ile olusan mavi
formazan tuzlarmin izopropanol igerisinde ¢Oziindiirilmesi amaglanmstir.

Izopropanol burada 6ziitleyici ¢dzelti vazifesi gdrmiistiir.

Kilitlenebilir posete yerlestirilen plaka, oda sicakliginda 120 rpm hizinda ve 2 saat
siiresince ¢alkalayicili inkiibatérde bekletilmistir. Bu siire sonunda, Oziitleme
isleminin her bir doku igin gergeklestiginden emin olunmustur. Doku insertleri
cikarilarak atilmistir. Sekil 3.7°de gosterildigi lizere plakada her bir dokunun 6ziitii

kalmistir.

Sekil 3.7 : EpiDerm™ dokularini 6ziitleme asamasinin ardindan plakada kalan her
bir dokunun 6ziitiine ait goriintiiler.

Sonrasinda, 6ziitleme sivist 3 kere pipetajlanarak homojen bir sekilde karistigindan
emin olunmustur. Son asamada ise, her doku oziitiinden ikiser adet 200 pL 6rnek
aliarak 96 kuyucuklu plakaya eklenmistir. 570 nm’de spektrofotometre kullanilarak
formazan kristallerinin optik yogunlugu tespit edilmistir [243].
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Formiilasyonun, ayni konsantrasyondaki Kurkumin + Turmeron’un ve kontrol
gruplarinin olasi irritasyon seviyeleri ise maruz kalan dokularin canliligindaki diisiis

dogrultusunda degerlendirilmistir.

3.2.8 istatistiksel analiz

Deneyler minimum 3 tekrarl sekilde gergeklestirilmis olup veriler ortalama =+ standart
sapma (SS) olarak ifade edilmistir. Istatistiksel analizler tek yonlii varyans analizi
(one-way ANOVA) ve post-hoc Karsilagtirmalar Tukey’s HSD testini igermektedir.
p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Deri irritasyon testi igin
baslangi¢ absorbans verilerinden bos optik yogunluk (OD) degerleri ¢ikarildiktan
sonra her test i¢in ortalama OD ve standart sapma hesaplanmistir. Negatif kontrol
olarak kullanilan maruz birakilmamis dokularin optik yogunlugunun ortalamasi % 100
canlilik olarak kabul edilmistir. Sonuglar her bir insert i¢in negatif kontrol ile iligkili

ve standart sapma (SS) ile birlikte canlilik yiizdesi olarak hesaplanmuistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi Yontemi

4.1.1 Aktif bilesenlerin yiiksek basin¢ch sivi kromatografisi ile standart

dogrularimn ¢izilmesi

3.2.1°de belirtildigi tizere YBSK yontemi ile Kurkumin ve Turmeron i¢in miktar tayini
gerceklestirilmistir. Cesitli denemeler sonucunda; piklerin sekli ve gelis zamanlar1 goz
ontinde bulundurularak Kurkumin i¢in ACN: fosfat tamponu (80:20), Turmeron igin
ise ACN: % 0,4 (h/h) asetik asit igeren ultra saf su (45:55) mobil faz olarak secilmistir.
Akis hiz1 dakikada 1 mL olarak belirlenmistir.

YBSK ile miktar tayininde kullanilmak {izere etken madde Kurkumin’in ve
Turmeron’un standart dogrularimin ¢izilmesi i¢in ACN ile stok c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu  stok ¢ozeltilerden gerekli seyreltmeler yapilarak belirli
konsantrasyonlara sahip numuneler hazirlanmistir. Ardindan, her bir konsantrasyon ve
numuneye karsilik gelen alan degeri kaydedilmistir. Sekil 4.1’de Kurkumin igin ve
Sekil 4.2’de ise Turmeron i¢in elde edilen standart dogrulara dair grafikler

gosterilmistir.
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Sekil 4.1 : Kurkumin’e ait standart egrisi ve denklemi.

denklem 4.1°de yer alan Kurkumin’e ait standart egrisinin denklemi:

y = 128215x — 39047 (4.2)
y = Egri altinda kalan alan
X = konsantrasyon (pg/ml)

Determinasyon katsayis1 r> = 0,9994 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2 : Turmeron’a ait standart egrisi ve denklemi.

denklem 4.2°de yer alan Turmeron’a ait standart egrisinin denklemi:

y = 53788x — 7086,6 (4.2)
y = Egri altinda kalan alan
X = konsantrasyon (ug/ml)

Determinasyon katsayisi r° = 0,9991 olarak bulunmustur.
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Cesitli ayirma mekanizmalarini ve yontemlerini kapsayan YBSK, kantitatif ve kalitatif
analizler icin 6nemli bir tekniktir [244]. Halihazirda Kurkumin ve Turmeron i¢in basit,
hizli, dogru, hassas, kesin ve spesifik bir kantitatif tayin gerceklestirmek iizere YBSK

yontemine bagvurulan ¢alismalar bulunmaktadir [245-250].

Li ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada mobil faz olarak ACN kullanilarak
Kurkumin tayini i¢in hizli, duyarl ve spesifik bir YBSK-UV yontemi gelistirilmistir
[248]. Yapilan bir baska ¢alismada ise metanol-su, ACN-su, ACN-asit sulu ¢ozeltisi
olmak iizere farkli mobil fazlar denenmis ve daha iyi bir ¢6ziiniirliikk sagladig icin

ACN ve asetik asit (% 0,4) ¢ozeltisi nihai mobil faz olarak segilmistir [251].

4.2 Miktar Tayini Yonteminin Analitik Validasyonuna Ait Bulgular

4.2.1 Dogrusalhk

Dogrusallik analizleri yapilmak lizere, yontem 3.2.1.1°de anlatildig1 sekilde etken
madde Kurkumin’in ve Turmeron'un stok ¢6zeltileri hazirlanarak 0,05 ile 20 pg/mL
konsantrasyon araliginda standart dogrular olusturulmustur. Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de
elde edilen standart dogrular ve determinasyon katsayilar1 gosterilmektedir. Yapilan
analizler neticesinde, pik alanlari ile 0,05-20 pg/ml araligindaki Kurkumin
(r’=0,9994) ve Turmeron (r’=0,9991) konsantrasyonlar1 arasinda dogrudan bir

korelasyon oldugu saptanmastir.

4.2.2 Dogruluk ve geri elde edilebilirlik

Kurkumin ve Turmeron igin ACN igerisinde; konsantrasyonlar1 20, 10 ve 5 pg/ml
olmak tizere 3 farkli 6rnek hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler, Kurkumin igin 420 nm
ve Turmeron i¢in 240 nm dalga boyunda YBSK sistemi ile arka arkaya 6 kez
okutulmustur. Olgiimlerden elde edilen egri alti alan degerlerine karsilik gelen
konsantrasyon degerleri, standart dogrularin denklemleri yardimiyla hesaplanmustir.
Hesaplanan konsantrasyon degerlerinden % geri elde degerleri Yontem 3.2.1.2°de
belirtildigi sekilde hesaplanmistir. Veriler, asagidaki Tablo 4.1 ve Tablo 4.2’de

verilmistir.
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Tablo 4.1 : Kurkumin’e ait dogruluk ve geri elde edilebilirlik degerleri.

Ornek (20 pg/ml) (10 pg/ml) (5 pg/ml)
No
Hesaplanan ~ % Geri  Hesaplanan % Geri  Hesaplanan % Geri
Deger Elde Deger Elde Deger Elde
1 20,09 100,45 9,9 99,07 4,92 98,42
2 19,59 97,98 10,00 100,07 4,95 99,09
3 20,07 100,37 9,80 98,04 4,98 99,64
4 19,63 98,17 9,88 98,89 5,04 100,92
S 19,71 98,56 9,56 95,66 5,03 100,65
6 19,86 99,34 9,85 98,56 5,03 100,78
ORT 99,15 98,38 99,92
SS 1,08 1,49 1,02
BSS 1,09 1,51 1,02

Tablo 4.2 : Turmeron’a ait dogruluk ve geri elde edilebilirlik degerleri.

Ornek (20 pg/ml) (10 pg/ml) (5 pg/ml)
No
Hesaplanan % Geri  Hesaplanan % Geri  Hesaplanan % Geri
Deger Elde Deger Elde Deger Elde
1 19,62 98,12 10,22 102,23 4,94 98,7
2 20,03 100,13 10,05 100,54 5,01 100,12
3 19,96 99,82 9,92 99,15 4,91 98,11
4 20,43 102,15 9,84 98,35 5,07 101,45
5 20,24 101,21 9,98 99,78 5,07 101,4
6 19,69 98,46 9,91 99,12 5,05 100,94
ORT 99,98 99,86 100,12
SS 1,55 1,37 1,42
BSS 1,55 1,37 1,41
4.2.3 Kesinlik

4.2.3.1 Tekrar edilebilirlik

Tekrar edilebilirlik i¢in, yontem 3.2.1.3.1°de detaylica belirtildigi iizere 5 ng/mL

konsantrasyona sahip ¢ozeltinin egri alti alan degeri YBSK sistemi ile ard arda 6 kez

olgtilmistiir. Tablo 4.3°te ve Tablo 4.4°te gergeklestirilen dlgiimlerde okunan egri alti

alanlarina dair hesaplanan ORT, SS ile % BSS degerleri belirtilmistir.

% BSS degerinin 2’den az olmasi yontemin tekrar edilebilir oldugunu gostermektedir.
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Tablo 4.3 : Kurkumin igin tekrar edilebilirlik degerleri.

Ornek No (5 pug/ml)
1 591943
2 596250
3 599750
4 607979
S 606207
6 607050
ORT 601529,833
SS 6586,22348
BSS 1,094912

Tablo 4.4 : Turmeron igin tekrar edilebilirlik degerleri.

Ornek No (5 pg/ml)

1 252134

2 250237

3 251492

4 248102

5 253122

6 255097
ORT 251697,3

SS 2403,3
BSS 0,954837

4.2.3.2 Tekrar elde edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik i¢in, Yontem 3.2.1.3.2°de detaylica belirtildigi tizere ayni
konsantrasyona (5 pg/ml) sahip alti1 adet ¢ozeltinin egri alt1 alan degeri Sl¢tilmiistiir.
Bu alanlara karsilik gelen konsantrasyon degerlerine ait ORT, SS ve BSS degerleri

hesaplanmistir. Degerler Tablo 4.5°te ve Tablo 4.6°da belirtilmistir.

Hesaplanan % BSS degerinin % 2’den az olmasi1 yontemin tekrar elde edilebilirligini
gostermektedir.

Tablo 4.5 : Kurkumin i¢in tekrar elde edilebilirlik degerleri.

Ornek No (5 pg/ml)
1 557441
2 555823
3 569793
4 572687
S 571111
6 572517
ORT 566562
SS 7779,83514
BSS 1,373166
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Tablo 4.6 : Turmeron igin tekrar elde edilebilirlik degerleri.

Ornek No (5 pg/ml)

1 254121

2 256205

3 250231

4 249127

5 251940

6 248901
ORT 251754,167
SS 2926,05375
BSS 1,16226627

4.2.4 Ozgiinliik, secicilik

Etken madde iceren ve igermeyen formiilasyonlar uygun ¢oziiciilerde ¢oziindiiriilerek
420 ve 240 nm dalga boyunda YBSK grafikleri incelenmistir. Etken madde igermeyen
formiilasyonlarda Kurkumin ve Turmeron piklerinin goriildiigii noktalarda herhangi
bir pik goriilmemistir. Boylelikle yontemlerin Kurkumin’e ve Turmeron’a 6zgii

oldugu saptanmistir.

4.2.5 Teshis ve tayin simirlar1 (LOD ve LOQ)

Etken maddelere ait teshis sinir1 ve tayin simirt degerlerinin 6l¢iimii igin Yontem
3.2.1.5’te anlatildig1 sekilde ¢alisilmigtir. Sonuglar Tablo 4.7°de ve 4.8’de

gosterilmektedir.

Tablo 4.7 : Etken madde Kurkumin’e ait teshis sinir1 ve tayin sinirt degerleri.

pg/ml ACN
LOD 0,0185 + 0,0001
LOQ 0,0609 + 0,0006

Tablo 4.8 : Etken madde Turmeron’a ait teshis sinir1 ve tayin sinir1 degerleri.

pg/ml ACN
LOD 0,0156 + 0,0006
LOQ 0,0474 + 0,002

4.3 Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonunun Gelistirilmesi

4.3.1 Kati lipit nanopartikiiliin deneysel tasarimi ve optimizasyonu

KLN formiilasyonlari, Yontem 3.2.2°de detaylar1 belirtildigi lizere yiiksek devirli
homojenizasyon yontemi kullanilarak hazirlanmistir. Olast metal kontaminasyonunu

onlemek adina islem siireleri kisa tutulmustur.
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Kati lipit olarak mono, di ve trigliseritlerin karisimi olan C888 se¢ilmistir. Yiizey aktif
madde olarak ise iyonik-olmayan P810 kullanilmistir.

Mikroemiilsiyon, ¢oziicii emiilsifikasyon-buharlastirma ve yiiksek basingh
homojenizasyon gibi diger tekniklerle karsilastirildiginda; lipit igerigi yiiksek olan
formiilasyonlarin iretimi igin yiiksek devirli homojenizasyon yontemi daha
elveriglidir [252].

Literatiirde, C888 ile hazirlanmis ¢ok sayida KLN igeren ¢alismanin bulundugu
gorilmistiir. Ayrica diger formiilasyonlara kiyasla C888 igeren nanopartikiillerin ilag

yiikleme ve salim 6zelliklerinin daha iyi oldugu ifade edilmistir [253].

Hazirlanan nihai formiilasyonun RhE modeli Epiderm™ ile gergeklestirilen in-vitro
deri irritasyon ¢alismasi esnasinda toksisite riski tasimamasi adina ¢evre dostu ve deri

ile uyumlu bir ylizey aktif madde olan P810 secilmistir [254, 255].

DoE; karmasik deneyleri diizenlemek, deneysel verileri analiz etmek {izere kullanilan
matematiksel ve istatistiksel bir yontemdir [256]. Deneysel tasarimlar, farkli
degiskenlerin goreceli anlamliligina dair tahminler saglayan formiilasyon siire¢lerini

optimize etmek adina da yararl araglardir [227].

YYM, ilag tastyict sistemlerin gelistirilmesi sirasinda optimum formiilasyonun
olusturulmasi i¢in islem degiskenlerinin eszamanli olarak analiz edilmesinde yiiksek

giivenilirlik gostermektedir [227].

Istatistiksel ~ bilgisayar ~yazilimlar1 ile desteklenebilen YYM, farmasétik
formiilasyonlarin gelistirilmesinde ve optimizasyonunda iyi tasarlanmis birkag
deneyden azami diizeyde veri elde edilmesini saglamaktadir. Siklikla basvurulan
YYM yontemlerinden biri olarak CCD, gerekli en az sayida deney ile arastirmaya ve
onceden belirlenmis hedefe ulasmaya yonelik en uygun bilesimin segilmesine olanak
taniyarak farmasotik formiilasyonlarin hazirlanmasi sirasinda karsilasilan sorunlara

etkin sekilde ¢oziim sunmaktadir [257].

YYM, ¢ok sayida degisken oldukca fazla sayida deney yapilmasini gerektirdiginde
kayip verilerden etkilenmeden sonuglar1 dogru bir sekilde tahmin etme yetenegine
sahiptir. Ayrica YYM uygulamasi, yanit degerini etkileyen farkli degiskenler
arasindaki etkilesimi es zamanli olarak belirleyebilmektedir. YYM kullanilarak elde
edilen verilerin basarili ve giivenilir sekilde tahmin kabiliyeti gosterdigi ifade
edilmistir [256].
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Priyanka ve ark. CCD yontemini kullanarak Ficus religiosa L. 6ziiti yiiklii KLN'nin
optimizasyonunu gergeklestirmistir. Calisilan faktorler arasinda homojenizasyon hizi
Ve siiresi, sonikasyon siiresi ve yogunlugu, yanitlar arasinda ise ortalama partikiil
boyutu, PDI ve zeta potansiyeli degerleri bulunmaktadir. Optimizasyonu
gerceklestirilen seri basarili bir sekilde hazirlanmis ve ortalama partikiil boyutu 180
nm, PDI degeri ise 0.317 olarak Sl¢tilmiistiir [258].

Prabhu ve ark. degisen konsantrasyonlarda kat1 lipit (gliserol monostearat) ve ylizey
aktif madde (Tween 80) igeren Kurkumin yiiklii KLN formiilasyonlar1 gelistirmistir.
Gelistirilen KLN’lerin ortalama partikiil boyutu 134,5 ile 203,3 nm araliginda, PDI
degeri ise 0,289 ile 0,415 araliginda bulunmustur. Optimize edilmis formiilasyonun
partikiil boyutu ve PDI degerleri ise sirasiyla 134,5 + 0,85, ve 0,393 + 0,04 olarak
bulunmustur. KLN'lerin  kabul edilebilir diizeyde homojeniteye ve partikiil
biiyiikliigiine sahip olmasi, gliseril monostearatin Tween 80 ile optimum diizeyde
etkilesime girerek KLN'ye hedeflenen etkinligi ve verimliligi saglamasina
atfedilmistir [259].

Etodolak yiiklii topikal KLN gelistirilmesi amaglanan bir ¢alismada da optimizasyon
icin CCD kullanilmistir. Caligilan faktorler stearik asit konsantrasyonu ve lesitinin
etkisi iken yanitlar ortalama partikiil boyutu ve EE degerleri olarak belirlenmistir.
Design Expert yazilimi araciligi ile formiilasyon optimize edilmistir. 402 ile 684 nm
arasinda degisen partikiil boyutuna sahip KLN'ler elde edilmistir. EE degeri % 74,18
ile % 80,30, zeta potansiyeli degeri ise -19 ile -24 mV arasinda bulunmustur. Bu
degerler, optimize edilen KLN'nin Etodolak i¢in yiliksek oranda EE sundugunu ve

stabilitenin devamliligi igin yeterli zeta potansiyelini sagladigini gostermektedir [260].

Bir diger calismada ortalama partikiil boyutunu, a-tokoferol geri kazanim oranini ve
zeta potansiyelini optimize etmek tizere Y'Y M kullanilarak a-tokoferol igeren KLN (a-
tokoferol-KLN) gelistirilmistir. KLN'lerin optimizasyonu, morfolojik inceleme ve
fiziksel stabilite analizleri ile karakterize edilmistir. Optimize edilmis o-tokoferol-
KLN ig¢in partikiil boyutu, a-tokoferol geri kazanim oran1 ve zeta potansiyeli degerleri
sirasiyla 214,5 nm, % 75,4 ve - 41,9 mV olarak bulunmustur. Ayrica formiilasyon, 6
°C'de 21 giin boyunca stabilitesini korumustur [261].
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4.3.1.1 Bagimsiz degiskenlerin enkapsiilasyon etkinligi iizerine etkisi

Hazirlanan 13 farkli formiilasyonun ¢iktilar1 CCD matriksi ile birlikte Tablo 4.9'da
sunulmustur. KLN dispersiyonlari, Kurkumin i¢in % 48,39 ile % 90,97 araliginda
degisen EE gostermistir. EE yanitlar1 asagida mevcut ikinci dereceden denklem 4.3

kullanilarak saptanmustir.

R1:67.53 + 11,834 + 8.71B — 7.97AB + 2.324% — 3.02B* (4.3)

Tablo 4.9 : Merkezi kompozit tasarim matriksi ve KLN i¢in elde edilen yanitlar.

Degiskenler(% (a/a)) Yanitlar
Run A: B: Partikiil Boyutu Enkapsiilasyon
C888 P810 (nm) Etkinligi (%)
1 0.8 1.2 230.9 72.43
2 1.6 0.8 320.3 64.98
3 0.47 0.8 207.8 53.48
4 1.6 0.8 345.6 69.26
5 1.6 0.8 353.8 68.93
6 0.8 0.4 205.1 40.26
7 2.4 1.2 224.4 77.30
8 24 0.4 211.3 77.03
9 1.6 1.37 227.4 74.72
10 1.6 0.8 338.7 69.42
11 1.6 0.23 229.4 48.39
12 1.6 0.8 327.4 65.04
13 2.73 0.8 203.8 90.97

Regresyon modelinin EE (R1) igin tahmin giictinii degerlendirirken, sirasiyla C888 ve
P810 olarak kodlanmis parametreler (A ve B) dikkate alinmistir. Tablo 4.10'da sunulan
analiz sonuclari, modelin istatistiksel anlamliligina dair ikna edici kanitlar ortaya

koymaktadir.

Tablo 4.10 : Kurkumin’in enkapsiilasyon etkinligi icin ANOVA sonuglari.

Source Sumof df Mean FValue p-value
Squares Square Prob>F

Model 2096.66 5 419.33 72.79 < 0.0001 significant
A-C888 1120.04 1 1120.04 194.43 <0.0001
B-P810 606.85 1 606.85 105.34 < 0.0001
AB 25440 1 254.40 44.16 0.0003
A? 37.31 1 37.31 6.48 0.0384
B? 63.41 1 63.41 11.01 0.0128
Residual 40.32 7 5.76
Lack of Fit  19.10 3 6.37 1.20 0.4168  not significant
Pure Error 21.23 4 531
12

Cor Total 2136.98
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72,79 olan F degeri ve 0.0001'in altinda oldukca diisiik olan P degeri, modelin
Kurkumin i¢in EE degerini tahmin etmede oldukga giivenilir oldugunu ve modelin
sundugu denklemin istatiksel olarak anlamhiligini gdstermektedir. Ilave olarak, P
degeri 0,417 olan uyumsuzluk degeri de modelin verilere yeterince uyum sagladig

fikrini desteklemektedir.

Ozellikle 0,9811 degerindeki determinasyon katsayis1 (r?) dikkat cekicidir ve
yanitlardaki (Kurkumin i¢in EE) degiskenligin yaklasik % 98,1'inin bu regresyon
modeliyle agiklanabilecegini gostermektedir. Buna ek olarak, sirasiyla 0,9677 ve
0,9209 degerindeki diizeltilmis ve éngdriilmiis r* degerleri, modelin giivenilirligini bir
kez daha vurgulamaktadir. Her ikisi de 0,9'u asan bu iki deger, gdzlenen ve tahmin
edilen veriler arasinda yiiksek derecede bir uyumluluk oldugunu gostermektedir.
Degerler arasindaki farkin 0,2'den az oldugu diisiiniildiiglinde bu uyum diizeyi olduk¢a
onemlidir. ANOVA analizinin sonuclart ve ilgili regresyon degerleri, modelin

Kurkumin’e ait EE degerini dogru bir sekilde tahmin etme basarisini gostermektedir.

Tablo 4.10'da sunulan ANOVA analizinden elde edilen sonuglar, KLN
formiilasyonundaki kati lipit ve yiizey aktif madde miktarlarindaki ayarlamalarin

Kurkumin’in EE {izerinde belirgin bir etkisinin oldugunu gostermektedir. (p < 0,05)

Bagimsiz  degiskenlerin sonu¢ {izerindeki etkilerini kapsamli bir sekilde
degerlendirmek adina yaygin olarak kabul goéren bir yaklasim olan ve Sekil 4.3°te
verilen 3B yanit yiizey grafikleri kullanilmistir. Sekil 4.3'te gosterildigi lizere yanit
yiizey grafigi, kat1 lipit seviyesinin yiikseltilmesinin EE iizerinde istatistiksel olarak

anlamli bir artisa yol actigini gostermektedir.
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Sekil 4.3 : KLN’nin Kurkumin i¢in enkapsiilasyon etkinligi degerlerine ait ii¢

boyutlu yanit yiizey grafigi.

Bu olgu, lipofilik ilag molekiillerinin lipit matriks ile etkilesime girmesi i¢in daha fazla

olanak saglayan kati lipit miktarinin artmasi ile izah edilebilmektedir. Netice olarak,

kat1 lipit miktarindaki artis lipofilik ilaglarin lipit nanopartikiiller icerisinde

kapsiillenmesi ve tutulmast igin daha elverisli bir ortam saglamaktadir. {lave olarak,

daha yiiksek miktarlarda kati lipit ile tasiyici sistemin viskozitesinde gozlenen artigin

da bu gelismede rol oynamasi muhtemeldir. Viskozitenin artmasi, partikiillerin daha

hizli katilasmasina yol agarak ilacin reseptdr faza difiizyonunu kisitlamaktadir [262,

263].

Caligmamiz, artan yiizey aktif madde miktarinin da EE’yi olumlu yonde etkiledigini

gostermektedir. Bunun baglica sebebi, artan yiizey aktif madde konsantrasyonunun

arayiizey gerilimini azaltarak ve agregasyonu oOnleyerek KLN'in stabilitesinin

iyilesmesine katkida bulunmasidir. Stabil nanopartikiiller

hidrofobik

tutulmasinda daha basarili etkinlik gdstermektedir. Bu c¢alismadan elde edilen

bulgular, EE degerini arttirmak tizere KLN formiilasyonlarindaki kat1 lipit ve yiizey

aktif madde miktarlarinin optimize edilmesinin 6nemini vurgulamaktadir.
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Miikemmel yapiya sahip diizenli partikiiller olusturan lipitler ilacin disar1 atilmasina
yol agarken mono, di ve trigliseritlerin karigim1 olan C888 gibi karmasik lipitler ise
muntazam olmayan daha az diizenli yapilar olusturarak Kurkumin'in yerlesebilecegi
alanlar sunmaktadir. C888'in lipofilik bir bilesik olan Kurkumin’in enkapsiilasyonunu
destekleyen bir diger 6zelligi ise trigliseritlere bagli uzun zincirli yag asitleri nedeniyle

hidrofobik 6zelliginin yiiksek olmasidir [253].

C888; mono, di ve trigliserit iceren bilesimi nedeniyle lipit faz1 olarak etken maddenin
disar1 atilmasini 6nleyen ve yiiksek EE sunan bir¢ok kristal kusuruna ve diizensizligine
sahiptir [264]. Bes farkli kati lipit iizerine yapilan bir aragtirmada; C888 ve Precirol®
ATO 5 sirasiyla yaklasik % 0,6 ve % 0,7 (a/a) olmak lizere en yiiksek Kurkumin
¢Oziiniirligii sunan kati lipitler iken Dynasan® 118, setil palmitat ve Imwitor®

960K ’nin Kurkumin’i ¢6zemedigi bulunmustur [265].

Devin ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, Noskapin yiiklii KLN hazirlanmis ve
lipofilik ozellikteki ilacin EE’sinin kati lipit miktarinin artmasiyla birlikte artis
gosterdigi tespit edilmistir [266]. Bir baska ¢aligmada lipit konsantrasyonundaki artis,
ilacin ¢oziinmesi icin daha fazla i¢ faz olusturarak ilacin elverissiz ortamda

dagilmasina imkan vermis ve yiiksek EE degeri saglamistir [233].

% 2 ve % 3 (a/a) Kurkumin igeren KLN gelistirilmis fakat Kurkumin miktarinin
yiksek olmasi, lipit partikiillerinin diginda kristallesmesine ve dolayisiyla
enkapsiilasyonunun diisiik olmasina yol agmistir. Bu sonug, oda sicakligindaki lipitin
ilag ¢oOziiniirliigiiniin disiik olmasi ile KLN matriksi i¢inde meydana gelen ve ilacin
digar1 atilmasiyla birlikte sinirli ilag yiiklemesinden sorumlu olan lipitlerin yeniden

kristallesmesi ve polimorfik gegisleri ile iligkilendirilmektedir [267].

Yapilan bir ¢aligmada; iki farkli kati lipit ile hazirlanan KLN formiilasyonlarinin
stabilitesi karsilagtirilmistir. Gliseril behenat (C888) ile iiretilen bos ve Kurkumin
yiiklii KLN formiilasyonlari; partikiil boyutunda sapma olmamasi, EE ve ila¢ yiikleme
kapasitesi degerlerinin degismemesi sureti ile incelenen siire boyunca iyi diizeyde
depolama stabilitesi gostermistir. Aksine, gliseril palmitostearat (Precirol® ATO 5)
iceren Kurkumin yiiklii KLN formiilasyonlarinin 4 hafta sonunda boyut 6zelliklerini
koruyamadigr goriilmiistiir. C888 gibi daha uzun zincirli yag asidi igeren lipitlere
kiyasla Precirol® ATO 5’te meydana gelen modifikasyonlarn, lipitin fiziksel
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ozelliklerinin ve dolayisiyla stabilitesinin biiyiik 6l¢iide bozulmasina neden oldugu
bildirilmistir [265].

Yiizey aktif maddeler, KLN'lerin hazirlanmasi esnasinda emiilsifikasyon isleminde
onemli bir goreve sahiptir. Basarili bir emiilsifikasyon siireci; daha fazla yiizey alanina
sahip, daha kiicik ve homojen nanopartikiillerle sonuglanarak etkin bir ilag

enkapsiilasyonu i¢in daha fazla imkan saglamaktadir [268, 269].

Shrotriya ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, lipit ve yiizey aktif madde miktarlari
degistirilerek dokuz farkli Kurkumin yiikliit KLN gelistirilmistir. En yiiksek EE degeri,
lipit miktarinin orta konsantrasyonunda ve en yiiksek yiizey aktif madde
konsantrasyonunda kaydedilmistir. Boylelikle ylizey aktif madde miktarmin EE
tizerinde kayda deger bir pozitif etkisinin oldugu tespit edilmistir [233].

Ote yandan bir bagka calismada; yiizey aktif madde miktar1 sabit tutulup lipit miktari
degistirilerek hazirlanan kurkuminoid yiikli KLN’lerin EE degerleri incelenmistir.
Sonuglar, lipit miktari arttikca EE degerinin azaldigini gostermistir. Kurkuminoidlerin
secilen yag faz1 stearik asit igerisinde ¢oziinmemesi bunun sebebi olarak
diistiniilmiistiir. Kurkuminoidlerin KLN yiizeyindeki yiizey aktif madde tabakasina
dahil olmasmin ise EE degerinin yiikselmesini sagladigi diistiniilmiistiir. Lipit
konsantrasyonunun yiiksek olmasina karsin partikiil yiizeyindeki toplam kurkuminoid
miktarin1 ¢6ziindiirmek igin yiizey aktif madde miktarinin yetersiz kalmasi, EE

degerinin diisiik olmasi ile sonuglanmigtir [270].

Enkapsiile edilen biyoaktif maddenin lipofilik veya hidrofilik 6zelligi, yiiksek bir EE
degeri elde etmek iizere onemli bir faktdrdiir. Bu nedenle KLN, Kurkumin gibi
hidrofobik ve dolayisiyla klinikte kullanimi sinirli olan ilaglar i¢in biyoyararlanimin
ve hedefli tasimanin iyilestirilmesi igin 6nemli bir role sahiptir. Calismamizda,
Kurkumin’in lipofilik yapis1 nedeniyle % 98'e varan bir EE degeri elde edilmistir
[271].

4.3.1.2 Bagimsiz degiskenlerin partikiil boyutu iizerine etkisi

Partikiil boyutunun kiigiilmesi ile derinin alt tabakalarina ulasabilecek ila¢ miktarinin
artacag diisiiniillmektedir [272]. Bu sebeple nanopartikiil boyutlar dikkatle incelenmis
ve hazirlanan formiilasyonlarin miimkiin oldugunca kii¢iik partikiil boyutuna sahip

olmasi1 hedeflenmistir.

72



KLN dispersiyonlarmin partikiil boyutu analizi, Tablo 4.9'da belirtildigi iizere 203,8
ile 353,8 nm arasinda degisen bir boyut aralifi ortaya koymustur. Bu sonuglari

modellemek i¢in asagida verilen ikinci dereceden denklem 4.4 kullanilmistir:

R2:337.16 — 0.732A + 4.52B — 3.2AB — 65.484% — 54.18B2 (4.4)

Mevcut ¢caligmada partikiil boyutu (R2), sirasiyla C888 ve P810'a karsilik gelen A ve
B olarak ifade edilmis parametrelerin bir fonksiyonu olarak incelenmistir. Regresyon
modelinin partikiil boyutu (R2) igin tahmin giiciinii degerlendirirken, sirasiyla C888
ve P810 olarak kodlanmis parametreler (A ve B) dikkate alinmistir. Regresyon
modelinin performansi, Tablo 4.11'de verilen ANOVA sonuglar1 kullanilarak

degerlendirilmistir.

Tablo 4.11 : Partikiil boyutu i¢in ANOVA sonuglari.

Source Sumof Df Mean F Value p-value
Squares Square Prob>F
Model 44,776.53 5 8955.31 65.73  <0.0001 significant
A-C888 4.29 1 4.29 0.0315 0.0642
B-P810 163.55 1 163.55 1.20 0.0095
AB 40.96 1 40.96 0.3006 0.0005
A? 29,826.99 1 29,826.99 218.92 <0.0001
1
7
3
4

B? 20,420.68 20,420.68 149.88 < 0.0001
Residual 963.72 136.25 not significant
Lack of Fit ~ 223.70 74.57 0.4086 0.7560
Pure Error 730.01 182.50
Cor Total  45,730.24 12

Elde edilen sonuglar, modelin istatistiksel anlamliligina dair ikna edici veriler ortaya
koymaktadir. 65,73 olan F degeri ve 0.0001'in altinda oldukca diisiik olan P degeri,
bunun bir kamtidir. Ozellikle 0,9791 degerindeki determinasyon katsayis1 da (r?)
modelin  partikiill boyutundaki degiskenligi agiklamak iizere yetkinligini
desteklemektedir. Bu deger, yanitlardaki (partikiil boyutu) degiskenligin yaklasik %

97,91'inin bu regresyon modeliyle agiklanabilecegini gostermektedir.

Buna ek olarak, sirasiyla 0,964 ve 0,94 degerindeki diizeltilmis ve 6ngoriilmiis r?
degerleri ve her iki degerin 0,2'den daha az bir farkla birbirine yakin olmas1 da modelin
kodlanan parametreler ile partikiil boyutu arasindaki iliskiyi tanimlamadaki
uyumlulugunu vurgulamaktadir. Bu bulgular, regresyon modelinin A ve B kodlu
parametrelere dayali olarak partikiill boyutunu tahmin etme kabiliyetini

dogrulamaktadir.
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Tablo 4.11'de sunulan ANOVA sonuglari, formiilasyon bilesenlerindeki miktar
degisimlerinin KLN boyutu {izerine etkisi hakkinda bilgi vermektedir. Bilhassa, P810
miktarindaki degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bir etki gosterirken (p < 0.05),
C888 miktarindaki degisiklikler boyut {izerinde istatistiksel olarak bir anlamlilik
gostermemistir (p > 0.05). Bu durum, partikiil boyutunun belirlenmesinde P810
miktariin C888'e kiyasla daha aktif rol oynadigini gostermektedir.

Bagimsiz degiskenlerin sonuglar tlizerindeki etkilerinin daha kapsamli bir sekilde
degerlendirilmesi adina Sekil 4.4’te verilen 3B yanit ylizey grafikleri kullanilmastir.
Yiizey aktif madde seviyelerinin partikiil boyutu tizerindeki etkisi, Sekil 4.4'te bulunan
3B yanit ylizeyi grafigi ile aydinlatilmistir.

350

e

300

250

Partikiil Boyutu

200

1.2

B: P810 ' 0408

Sekil 4.4 : KLN’nin partikiil boyutu degerlerine ait {i¢ boyutlu yanit yiizey grafigi.

Yiizey aktif madde miktar1 belirli bir aralikta arttik¢a partikiil boyutunun da buna bagl
olarak artis sergiledigi gézlemlenmistir. Ozellikle yiizey aktif madde miktar1 % 0,4'ten
% 0,8'e yiikseltildiginde, partikiil boyutunda artis tespit edilmistir. Bununla birlikte,
bu araligin Gtesinde daha yiiksek miktarda yiizey aktif madde varligmin partikiil
boyutunda azalmaya yol agtigi goriilmiistiir. Bu ilgi ¢ekici olgudan, potansiyel bir
yiizey aktif madde doygunluk noktas1 veya KLN olusum siirecinin mikro ortamindaki

degisiklikler dahil olmak tizere gesitli faktorlerin sorumlu olabilecegi diistinilmistiir.

Deneysel veriler ve grafiksel gosterim, KLN formiilasyonu baglaminda ylizey aktif

madde konsantrasyonu ve partikiil boyutu arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir.
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Partikiil boyutunda belirli bir esige kadar gozlenen artis ve ardindan gelen azalma,
istenen partikiil 6zelliklerinin elde edilmesinde yiizey aktif madde miktarinin hassas

bir sekilde kontroliiniin nemini vurgulamaktadir.

Formiilasyon dahilindeki lipitlerin, yiizey aktif maddelerin ve bunlarin oranlarinin
dogru bir sekilde se¢imi; partikiil boyutunu, depolama sirasinda uzun vadeli stabiliteyi,
ilag yiiklemesini ve salim davranisint etkilemektedir. Dolayisiyla, formiilasyon
bilesenlerinin Ve oranlarinin tasiyicinin 6zellikleri {izerine etkilerinin arastirilmasi her
ilag i¢in optimum bir KLN formiilasyonunun elde edilebilecegi anlamini tagimaktadir
[120].

Ortamdaki yiizey aktif madde miktarmin yetersiz olmasi, lipit partikillerin
yiizeylerinin agikta kalmasi ve dolayisiyla sterik veya elektrostatik itme kuvvetlerinin
yokluguna neden olarak lipit partikiillerin birbirine yaklasmasi ve kiimelenmesiyle

sonuglanmaktadir [265].

Ote yandan Yiizey aktif maddeler; diisiik konsantrasyonda dogrudan partikiil yiizeyine
adsorbe olmakta, yiiksek konsantrasyonda ise partikiil yiizeyinde dongii ve kuyruk
olusturarak nanopartikiiller arasinda kopriilerin meydana gelmesiyle agregasyona yol
acmaktadir [270]. Bu da c¢alismamiz ile Kkarsilastigimiz Yyiizey aktif madde
konsantrasyonunun  artmasinin  partikiill ~ boyutunu  arttirdigi  bulgusunu

dogrulamaktadir.

Calisgmamizdaki bulgunun aksine yapilan bir bagka caligmada; yiizey aktif madde
konsantrasyonunun artmasi ile KLN'nin ortalama partikiil boyutu degeri azalmistir.
Bunun nedeni, yilizey aktif madde konsantrasyonunun artmasiyla ylizey geriliminin
azalmasinin ~ homojenizasyon islemi  esnasinda  partikillerin  ayrigmasini

kolaylastirmasi ve partikiil boyutunun kiigiilmesi olarak ifade edilmistir [271].

Duran-Lobato ve ark. hazirladiklart KLN ig¢in yiizey aktif madde konsantrasyonundaki
artisin partikiil boyutunda azalmaya yol agtigini, yiizey aktif madde ve lipit
konsantrasyonlarinin esit oranda arttirilmasimnin ise partikiil boyutunda Onemli

degisikliklere neden olmadigini saptamistir [273].

Yiizey aktif madde miktarinin fazla olmasi, lipit matriksin fizikokimyasal 6zelliklerini
degistirebilmekte veya arttirilmis sterik stabilizasyon yoluyla daha kiigiik

nanopartikiillerin olusumunu tesvik edebilmektedir [274].
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Iyonik yapili yiizey aktif maddeler nanopartikiillerin yiizey yiikiinii arttirarak
elektrostatik itmeye neden olmak suretiyle fiziksel stabiliteyi arttirirken, iyonik-
olmayan yiizey aktif maddeler sterik stabilizasyon etkisi sayesinde nanopartikiil
agregasyonunu Onlemekte, formiilasyona yiiksek hareket kabiliyetine sahip yardimci
yiizey aktif maddelerin eklenmesi ise kolloidal dispersiyonlarin agregasyonunu

geciktirmektedir [133].

Calismamizda, kat1 lipit miktarindaki degisim partikiil boyutu tizerinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklige ve etkiye neden olmamustir. Fakat yapilan baska bir
caligmada; kat1 lipit (Precirol ATO 5) miktarinin partikiil boyutunu etkiledigi ve lipit
miktarinin yiikselmesi ile partikiil boyutunda anlamli bir artis oldugu gézlemlenmistir.
Artan lipit konsantrasyonu ile sistemin viskozitesinin artmasi ve partikiil yiizeyini
kaplayacak yeterli yiizey aktif maddenin bulunmamasi partikiill boyutundaki

biiylimenin muhtemel sebepleri olarak ifade edilmistir [233].

4.3.2 Kat lipit nanopartikiiliin optimizasyon calismasi

Optimum KLN formiilasyonu, Design-Expert yazilimi kullanilarak CCD matriksinden
elde edilen veriler neticesinde secilmistir. Amaglanan limitler ise, Kurkumin igin en
yiiksek EE degeri ve partikiil boyutu degerinin en aza indirilmesi olarak belirlenmistir.
Istatistiksel hesaplamalar yoluyla optimum formiilasyon igin C888 ve P810 olarak

secilen kritik parametreler sirasiyla % 2,22 ve % 0,83 olarak bulunmustur.

Ardindan bu parametreler, optimize edilmis KLN formiilasyonunun ti¢ tekrarli olarak
hazirlanmasinda kullanilmis ve ideal kosullar altinda modelin tahmin hassasiyetinin

dogrulanmasi amaglanmistir.

Deneysel bulgular 6ngoriilen sonuglarla karsilastirildiginda ise, Tablo 4.12'de ayrintili
olarak agiklandigi tizere deneysel verilerin modelin 6ngoriileriyle yakindan uyustugu
goriilmistiir. Tahmin edilen ve elde edilen sonuglar arasindaki bu uyum, modelin

giivenilirligini ve 6nemini vurgulamaktadir.

Tablo 4.12 : Optimizasyonu yapilmis KLN'nin 6ngoriilen ve deneysel yanitlari.

Yamtlar Ongéoriilen Deneysel Ongorii hatasi
deger deger (%)
Enkapsiilasyon etkinligi (%) 78.21 77.21+4.28 1,01
Partikiil boyutu (nm) 297.37 292.1149.43 1,77
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Formiilasyonun optimizasyonu i¢in kullanilan stratejinin; optimum KLN
formiilasyonunun belirlenmesini etkin bir sekilde kolaylastirdigi, partikiil boyutu ve
Kurkumin i¢in EE degerleri bakimindan istenen Kriterlerin karsilanmasini sagladigi

goriilmektedir.

Deneysel tasarimlar, farkli degiskenlerin goreceli anlamliligina dair tahminler
saglayan formiilasyon siireclerini optimize etmek {izere faydali araglardir. YYM,
cesitli ilag tasiyict sistemlerde optimum formiilasyonun olusturulmasi iizere islem
degiskenlerinin eszamanli olarak analiz edilmesinde yiiksek oranda giivenilirlik

saglamaktadir [227].

Zetasizer Nano ZSP cihazi ile gercgeklestirilen partikiil boyutu 6l¢iim degerlerinin
sonuglarina dair grafik Sekil 4.5’te yer almaktadir. Optimum formiilasyona ait

nanopartikiiller i¢in partikiil boyutu degeri 292,11 £ 9,43 nm olarak elde edilmistir.

Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.5 : Optimum KLN formiilasyonun partikiil boyutu verileri.

Partikiil boyutu; lipitlerin kimyasal yapisi, kullanilan yiizey aktif maddeler ve
kimyasal etkilesimler gibi cesitli faktorlerle yakindan iliskilidir. Ornegin yiizey aktif
maddeler, homojenizasyon boslugundan ayrildiklarinda olusan damlalar1 koalesans
olusumunun 6nlenmesi igin hizli bir sekilde stabilize edebilmelidir. Polihidroksi yiizey
aktif maddeler bunu basarabilmektedir [274]. llave olarak, vyiiksek devitli
homojenizasyon yontemi ile ortalama partikiil boyutu etkin bir sekilde azalmakta ve

artan homojenizasyon dongiisii sayisi ile dispersiyonlarin partikiil boyutunda kiigiilme
gozlenmektedir [255].

Gergeklestirilen bir calismada, gelistirilen Kurkumin yiiklii KLN’nin ortalama partikiil
boyutu 134,6 nm olarak bulunmustur [275]. Bir baska ¢alismada, polietilen glikol
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(PEG) zinciri takili Kurkumin yiiklii KLN (CUR-pKLN) elde edilmistir. Formiilasyon;
ortalama partikiil boyutu, zeta potansiyeli, boyut dagilimi degerleri ve morfoloji
acisindan karakterize edilmistir. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) gériintiileriyle
dogrulanan 200 nm'nin altindaki ortalama partikiil boyutu degeri ile CUR-pKLN'lerin

uzun vadede basarili bir stabilite gosterecegi 6ngoriilmistiir [276].

Tiyaboonchai ve ark. hazirladiklart  kurkuminoid yiikli KLN’nin lipit
konsantrasyonunu % 5'ten % 12,5'¢ (a/a) ¢ikardiklarinda ortalama partikiil boyutunun
447'den 1198 nm'ye yiikseldigini tespit etmislerdir [270]. Bu bulgu, ¢ogu vakada lipit
miktarinin % 5-10 (a/a) lizerine ¢ikarilmasinin daha biiyiik partikiil boyutlar1 ile

sonuglandigini bildiren literatiir verileri ile de uyumludur [132].

Yapilan bir ¢alismada, kurkuminoid (Kurkumin, Desmetoksikurkumin ve
Bismetoksikurkumin) yiiklii KLN optimize edilerek ortalama partikiil boyutu degeri
160,7 + 2,69 olarak saptanmistir [264].

Formiilasyonlarin zeta potansiyeli, Yontem 3.2.2.2°de bahsedildigi lizere Zetasizer
Nano ZSP cihazi kullanilarak tespit edilmistir. Gergeklestirilen zeta potansiyeli 6lgtim
sonuglarina dair grafik Sekil 4.6’da yer almaktadir. Bu ¢alismada optimum KLN
formiilasyonu -37,8 + 1,4 mV'luk bir zeta potansiyeli sergilemek suretiyle negatif

yiikli ylizeye isaret etmistir.

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.6 : Optimum KLN formiilasyonun zeta potansiyeli verileri.

Stabilizator mahiyetinde kullanilan ve iyonik-olmayan polihidroksi yiizey aktif madde
olarak P810'un yapis1 geregi daha diisik bir zeta potansiyeli sergilemesi
beklenebilmektedir. Bu diisiince, iyonik-olmayan yiizey aktif maddelerce olusturulan

dogal sterik stabilizasyondan kaynaklanmaktadir. Ancak, 6lgiimlerimiz nispeten daha
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yiiksek bir zeta potansiyeli ortaya koymustur. Bu da ylizeyde adsorbe edilmis iyon
veya yiizey aktif madde kaynakli ek yiiklerin varligina isaret etmektedir.

P810’un yapis1 bu gozleme 151k tutmaktadir. Yiizeye dahil edilmis bir hidrofobik ¢apa
ile sulu faza uzanan glikoz molekiillerinden olusan genisletilmis bir hidrofilik
kuyruktan meydana gelmektedir. Bu konfigiirasyon, P810’un su molekiilleriyle
etkilesime girmesini miimkiin kilmakta ve negatif yiiklii hidroksil iyonlarini giiglii bir
sekilde ¢ekmektedir. Bu etkilesimlerin gozlemlenen zeta potansiyeline katkida
bulundugu diisiiniilmekte ve bu da yiizey yiikleri ve molekiiler yapinin karmasik
etkilesimine isaret etmektedir [255, 274].

Kolloidal dispersiyonlarin yiizey yiikiinii gosteren bir parametre olarak zeta
potansiyeli, bu sistemler igindeki molekiillerin ve nanopartikiillerin davranigini
anlamak ag¢isindan 6nemli bir gostergedir. Kolloidal dispersiyonlarin stabilitesinin
degerlendirilmesi ve kolloidal partikiiller arasindaki etkilesimlere dair goriis
saglamaktadir. Zeta potansiyeli, elektrostatik etkilesimi incelemek i¢in kullaniimakta
ve zaman igerisinde partikillerin degisimini tetikleyerek molekiiler agregasyon,

koagiilasyon ve flokiilasyon olusumuna sebebiyet verebilmektedir [277].

Bir formiilasyonun miikemmel bir fiziksel stabiliteye sahip olmasi i¢in - 60.0 mV
tizerinde, i1yi bir fiziksel stabiliteye sahip olmasi igin ise - 30.0mV iizerinde bir zeta
potansiyeline sahip olmasi gerekmektedir [274]. -5 mV ile + 5 mV arasindaki degerler

de agregasyonun hizl bir sekilde gergeklesecegine isaret etmektedir [255].

Zeta potansiyelinin yiiksek olmasi nanopartikiillere yiiksek bir enerji bariyeri
saglayarak depolama stabilitesinin artmasina katkida bulunurken, disik zeta
potansiyeli enkapsiile edilmis ilaglarin kolayca salimina neden olmaktadir. Bu nedenle
orta diizeyde bir zeta potansiyeli, depolama stabilitesi ve ilag salimi arasindaki

dengenin korunmasi agisindan 6nemlidir [278].

Daha uzun karbon zinciri barindiran lipitlerin diger lipitlere kiyasla kiigiik ve homojen
partikiiller iiretme egiliminde oldugu ve bu partikiillerin de daha yiiksek zeta
potansiyeli gostermelerinden otiirii daha kararli olduklart goriilmistiir. Bu durum,
yapisindaki doymus yag asitleri sebebiyle uzun karbon zincirine sahip lipitlerin dogasi
geregi daha biiyiik bir negatif yiike sahip oldugunu gostermektedir. Yiizeylerindeki
negatif yiik fazlahigi, partikiiller arasinda daha fazla itmeye sebep olmaktadir.
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Dolayisiyla bu partikiillerin kiimelesme egilimi, digiik negatif yiike sahip partikiillere
kiyasla daha az olmaktadir [278].

Ote yandan KLN'ler i¢in negatif zeta potansiyeli degeri, lipit matriks yiizeyindeki
C888 kaynakl1 behenik asit varligiyla iliskilendirilmektedir [253].

Kovacevic ve ark. P810 ile stabil hale getirilmis nanopartikiillerin matriksindeki yag
miktar1 arttikga zeta potansiyelinde degisim olmadigimi ve 90 giinliik depolama
stiresince zeta potansiyelinde degisim gozlemlenmemesinin nedeninin P810’un
sagladig1 etkin fiziksel stabilite oldugunu vurgulamistir [274]. Gelistirilen tiim lipit
nanopartikiil tiirleri igin P810’un son derece etkin bir stabilizor oldugu vurgulanmastir
[279].

Kat1 lipit C888 ile yiiksek devirli homojenizasyon yontemi kullanarak Kurkumin
yukliit KLN’nin gelistirildigi bir ¢alismada formiilasyonun zeta potansiyeli - 9.67 +
1.47 olarak tespit edilmistir [280].

Prabhu ve ark. degisen konsantrasyonlarda kati lipit (gliserol monostearat) ve yiizey
aktif madde (Tween 80) i¢eren Kurkumin yiiklii KLN formiilasyonlar1 gelistirmis ve
zeta potansiyeli degerlerini - 10.17 + 0.33 ile -18.56 + 0.55 araliginda 6lgmiistiir [259].

Gergeklestirilen bir diger ¢alismada, Kurkumin yiiklii PEGlenmis KLN (CUR-pKLN)
elde edilmistir. Formiilasyon; ortalama partikiil boyutu, zeta potansiyeli, partikiil
boyutu dagilimi ve morfolojisi agisindan karakterize edilmistir. Son olarak, elde edilen
formiilasyonun uzun siireli stabilitesi analiz edilmistir. Hazirlanan formiilasyon igin
zeta potansiyeli degeri - 30 mV civarinda 6lgiilmiis ve bu nedenle uzun vadede CUR-

pKLN’nin verimli bir stabilite gosterecegi 6ngoriillmiistiir [276].

Dolatabadi ve ark. kurkuminoid (Kurkumin, Desmetoksikurkumin ve
Bismetoksikurkumin) yiikkli KLN calismistir. Optimize edilmis Kur-KLN

formiilasyonunun zeta potansiyeli degeri - 14.7 + 2.61 olarak saptanmistir [264].

Yapilan bir ¢aligmada; iyonik-olmayan yiizey aktif madde Poloxamer 188’in partikiil
yiizeyini kaplamak suretiyle nanopartikiilleri sterik olarak kararli kildigi ve artan
yiizey aktif madde konsantrasyonunun nanopartikiiller arasindaki elektrostatik itmeyi
azalttig: ifade edilmistir [252].

Yiizey aktif bolimii kismi gliserit (P810 gibi monogliserit, digliserit ve bunlarin

karisimi) olan yiizey aktif maddeler, lipit nanopartikiillerin etrafinda daha kat1 halde
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yiizey aktif filmler olusturarak uzun vadeli fiziksel stabiliteyi iyilestirmektedir.
Partikiil boyutu; lipitlerin kimyasal yapisi, kullanilan yiizey aktif maddeler ve
kimyasal etkilesimler gibi cesitli faktorlere baghidir. Yiizey aktif maddeler,
homojenizasyon boslugundan ayrildiklarinda olusan damlalar1 koalesans olusumunu
onlemek i¢in hizli bir sekilde stabilize edebilmelidir. Ve polihidroksi ylizey aktif
maddeler bunu basarabilmektedir [274].

Formiilasyonlarin partikiil boyutu dagilimi, Yontem 3.2.2.2°de bahsedildigi lizere
Zetasizer Nano ZSP cihazi kullanilarak elde edilen PDI degerlerinin degerlendirilmesi

ile gergeklestirilmistir.

Calismamizda, optimum KLN formiilasyonlar1 genellikle 0,3 esik degerinin altinda
PDI degerleri sergilemistir. Bu deger, amaglanan dogrultuda KLN’ye ait boyut
dagilimimin dar oldugunu ve partikiiller arasinda sinirli degiskenlik oldugunu
gostermektedir. Boylesine kontrollii bir boyut dagilimi, KLN'nin formiilasyon
icerisinde homojen sekilde dagilmasi ve agregasyon veya ¢okmeye karst koyabilmesi

icin gerekmektedir.

Bir nanopartikiil formiilasyonunun stabilitesini muhafaza edebilmesi i¢in PDI
degerinin kabul edilebilir bir aralikta bulunmasi1 gerekmektedir. Yiiksek degerler genis
bir partikiil boyutu araligina ve daha biiyiik bir degisebilirlige isaret etmekte, bu da
zaman i¢inde agregasyon veya sedimantasyon gibi sorunlara yol acabilmektedir.
Bunun aksine, PDI degerlerinin diisiik olmasi daha homojen ve dar bir boyut
dagilimina isaret ederek uzun vadede formiilasyonun stabil kalmasi ve istikrarlt bir

performans saglamasi i¢in hedeflenmektedir.

Yapilan bir ¢calismada, kurkuminoid yiiklii KLN gelistirmis ve lipit konsantrasyonu %
5'ten % 12,5'e (a/a) ¢ikarildiginda PDI degerlerinin 0,4'ten 0,7'ye yiikseldigi tespit
edilmistir [270]. Bu bulgu, ¢ogu vakada lipit miktarinin % 5-10 (a/a) ilizerine
cikarilmasimin daha biiylik partikiil boyutlar1 ve daha genis boyut dagilimlari ile

sonuglandigini bildiren diger literatiir verileri ile uyumluluk gostermektedir [132].

KLN formiilasyonlariin EE degeri, yontem 3.2.2.3’te belirtildigi lizere baslangictaki
lipit dispersiyonu igerisindeki toplam etken madde miktarindan enkapsiile olmayan
etken madde miktarinin ¢ikarilmasi ile elde edilen degerin toplam etken madde

miktarma bdliinerek 100 ile c¢arpilmasi sonucunda belirlenmistir. Optimum KLN
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formiilasyonu i¢in, Kurkumin ve Turmeron'un EE degerini analiz etmek iizere santrifiij

yontemi kullanilmistir.

Formiilasyon i¢in Kurkumin'e ait EE degeri % 77,21 + 4,28 olarak bulunmustur.
Formiilasyon i¢in Turmeron'un EE degeri ise % 75,12 + 2,51 olarak bulunmustur. Bu
deger, Turmeron’un KLN matriksine yiiksek bir oran ile enkapsiile olma basarisini
dogrulamistir. Turmeron'un fizikokimyasal 6zellikleri, EE degerinin belirlenmesinde
aktif bir rol oynamaktadir. Lipofilik bir bilesik olan Turmeron'un KLN'nin lipit
matriksine daha yiiksek bir meyile sahip olmas1 beklenmektedir, bu da EE’yi olumlu

yonde etkilemektedir.

Righeschi ve ark. ise, kati lipit olarak C888 kullandiklart Kurkumin yiiklii KLN igin
yaklasik % 70 degerinde yiiksek bir EE elde etmistir [253]. Bu deger, ¢aligmamiz ile
elde edilen % 77,21 + 4,28’lik EE degerinin altinda kalmaktadir. C888 ile gelistirilen
Kurkumin yiiklii bir bagka KLN icin EE degeri % 81,92 + 2,91 olarak hesaplanmistir
[275].

Gergeklestirilen bir ¢aligmada, Kurkumin yiiklii PEGlenmis KLN (CUR-pKLN) elde
edilmistir. Formiilasyon; ortalama partikiil boyutu, zeta potansiyeli, boyut dagilimi ve
morfolojisi agisindan karakterize edilmistir. Hazirlanan CUR-pKLN’lerin EE degeri

yaklagik % 82 olarak bulunmustur [276].

Dolatabadi ve ark. kurkuminoid (Kurkumin, Desmetoksikurkumin ve
Bismetoksikurkumin) yiiklii KLN ¢alismistir. Optimize edilmis formiilasyon i¢in EE
degeri % 95,30 + 1,71 olarak saptanmistir. EE degerinin yiiksek olmasi,
Kurkuminoidlerin lipit fazi Precirol® ATOS igerisindeki yiiksek miktardaki
¢oziinlirliigiine atfedilmistir. Ayrica, yapisinda farkli yag asidi zincirleri barindirmasi
nedeniyle Precirol® ATOS5'in olusturdugu kusurlu kristal yapinin ilacin yiiklenmesi

icin alan sagladig ifade edilmistir [264].

Prabhu ve ark. kati lipit (gliserol monostearat) ve yiizey aktif madde (Tween 80)
miktarlarmi degistirerek gelistirdikleri 6 farkli Kurkumin yiikli KLN’nin EE
degerlerini %68,46 + 3,2 ve 81,68 + 2,08 araliginda gozlemlemistir. Yiizey aktif
madde ve kat1 lipid konsantrasyonlarinin artmasinin EE degerinin de artmasina yol

actig1 ifade edilmistir [259].

Gergeklestirilen bir baska ¢alismada, Kurkumin yiiklii KLN gelistirilmis ve toplam
ilag igerigi % 92,3371 olarak bulunmustur [275].
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Vandita ve ark. tarafindan tiretilen Kurkumin yiiklii KLN ile % 81.92 + 2.91 degerinde
yiiksek EE’ye ulasilmigtir [281].

Ote yandan KLN'ler i¢in uygun oldugu diisiiniilen diisiik erime noktal1 lipitlerin,
trigliseritlerin, kismi gliseritlerin ve amfifilik lipitlerin daha fazla ilag
yiiklenebilmesini, deri penetrasyonunun iyilestirilmesini ve topikal olarak
uygulandiginda ila¢ sizintisinin  azaltilmasini  saglamak gibi istiinlikleri de

bulunmaktadir [282].

4.3.3 Kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarindaki etken madde miktar tayini

Etken madde miktar tayini, 3.2.2.4’te detaylica belirtildigi tizere ¢alisilmistir. Bu tayin,
optimizasyonu yapilmis KLN formiilasyonunun hazirlanmasi esnasinda herhangi bir
etken madde kaybi olup olmadigina isaret etmektedir. Gergeklestirilen deneyler,
Kurkumin ve Turmeron igin sirasiyla % 97,21 = % 0,72 ve % 95,45 + % 1,21 olmak
tizere KLN dispersiyonundan belirgin olarak yiiksek geri kazanim oranlarinin

oldugunu gostermistir.

Bu yiiksek geri kazanim orani; formiilasyonu hazirlama yonteminin etkin ve basarili
olduguna, 6zellikle Kurkumin ve Turmeron biyoaktifleri i¢in yontemin uygunluguna
dikkat ¢ekmistir. Yine yiiksek seviyedeki yiikleme kapasitesi gostermistir ki KLN
dispersiyonunun hazirlanma siireci Kurkumin ve Turmeron i¢in belirgin bir bozunma
ya da kayba sebebiyet vermemektedir. Elde edilen etken madde miktar: yiizdeleri,
tastyici sistem olarak KLN’nin kullanildig: literatiirlerde erisilen yiiksek etken madde

miktar verileri ile uyumluluk gostermektedir [140, 283].

Sandhu ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, kati lipit Compritol® 888 ATO ile
yiikksek devirli homojenizasyon yontemi kullanilarak Kurkumin yiikli KLN
gelistirilmistir. Etken madde miktar tayini ¢alismasinda Kurkumin igerigi 5.8 = 0.2

mg/mL ile % 96 olarak tespit edilmistir [280].

Gergeklestirilen bir ¢alismada, Kurkumin yiiklii KLN gelistirilmis ve toplam ilag
igerigi % 92,3371 olarak bulunmustur [275].

Vandita ve ark. tarafindan iretilen Kurkumin yiikli KLN i¢in % 81.92 + 2.91
degerinde yiliksek EE degeri bulunmustur [281].
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4.4 Kat1 Lipit Nanopartikiillerin Morfolojik Analizi

KLN’nin karakteristigini teshis etmek bakimindan formiilasyonun morfolojisi
detaylica incelenmistir. Elde edilen veriler Sekil 4.7°de goriilmektedir. ESEM
goriintiileri ile kiiresel ve piiriizsiiz bir ylizey ile karakterize edilen ayirt edici bir

morfoloji saptanmustir.

I 7-1\ n HV spot det mag [ WD — 400 nm —{
High vacuum 30.00 kV 1.0 STEM 3 160 000 x 7.9 mm

Sekil 4.7 : Optimize edilmis KLN'ye ait ESEM goriintiisii.

ESEM cihaz1 ile yapilan g¢aligmalar, partikiillerin morfolojik yapilarina dair bilgi
saglarken ayni zamanda Zetasizer Nano ZSP cihazi ile elde edilen partikiil boyutu
verilerini de dogrulamistir. Veriler arasindaki uyumluluk, o6l¢iim tekniklerinin
hassasiyetini ve dogrulugunu gecerli kilmakla kalmayarak KLN’nin fiziksel
karakteristigini etraflica anlamayr miimkiin kilmistir. Her iki metot ile elde edilen
sonuglarin tutarli bir korelasyon sunmus olmasi, rapor edilen partikiill boyutu

degerlerinin giivenilirligini ve dogrulugunu kanitlamaktadir.

Gergeklestirilen bir ¢alismada, Kurkumin yiiklii KLN'ler hazirlanmis ve karakterize
edilmistir. TEM goriintiileri ile bos ve ilag yiikkli KLN'lerin neredeyse kiiresel bir
sekilde oldugu dogrulanmigtir [271].
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Bir diger ¢alismada, Kurkumin yiiklii KLN gelistirilmis ve TEM ile yapilan morfolojik
analizlerde berrak ve piiriizsiiz bir yiizey ile kiiresel sekle sahip nanopartikiiller

saptanmustir [252].

Sandhu ve ark. yiiksek devirli homojenizasyon yontemini kullanarak kati lipit C888
ile gelistirdikleri Kurkumin yiiklit KLN’nin morfolojik analizlerinde, FESEM ve TEM
kullanarak kiiresel sekilde kiiciik partikiiller tespit etmistir. Ayrica, KLN'nin disinda
homojen bir sekilde partikiiliin tiim ylizeyini kaplayan yiizey aktif madde tabakasinin
da agik¢a gortildiigii ifade edilmistir [280].

4.5 Kat1 Lipit Nanopartikiillerin Stabilite Calismasi

Optimum KLN formiilasyonunun stabilite ¢alismasi, Yontem 3.2.3°de belirtildigi
tizere buzdolabinda 5 + 3 °C’de 60 giinliik siire boyunca kontrollii bir sekilde
yiiriitiilmiistiir. Incelenen parametreler; partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve PDI

degerleri ile formiilasyonun fiziksel karakteristigi olarak segilmistir.

Sekil 4.8’de gosterildigi tizere c¢esitli zaman araliklarinda elde edilen veriler
incelenmistir. 60 giin siiresince 5 = 3°C kosulunda partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve
PDI degerleri incelenmis ve degerlerde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
olmadig1 goriilmiistiir. (p>0.05) Bu tutarli profil, formiilasyonun belirtilen saklama

kosullar1 altinda stabilitesini koruyabildigi diisiincesini kuvvetlendirmektedir.
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Sekil 4.8 : Optimum KLN'nin stabilite ¢alismalarinin sonucu.
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Optimum KLN formiilasyonunun zeta potansiyeli - 37,8 + 1,4 mV olarak 6l¢iilmiistiir.
KLN’nin stabilitesi g6z oOniinde bulunduruldugunda, 60 giin siiresince zeta
potansiyelinin - 30 mV degerinin {izerinde kalmis olmasi olumlu bir gostergedir.
Yiiksek degerlikli negatif zeta potansiyelinin uzun zaman siiresince korunmus olmast;
elektrostatik kuvvetlerin partikiil agregasyonuna yol agabilecek potansiyel kuvvetleri

basarili bir sekilde etkisiz hale getirdigi anlamina gelmektedir.

Elde edilen sonuglar, yiiksek degerlikli negatif zeta potansiyelinin KLN
formiilasyonlarinin stabilitesi {izerine olumlu katkida bulundugu literatiir verileri ile

de uyumluluk gostermektedir [284, 285].

Zeta potansiyeli; partikiillerin  yiizey yikiinii ifade etmekte olup KLN
formiilasyonlarinda kullanilan ve nanopartikiillerin etrafinda yiiklii bir tabaka
olusturan maddelerin etkinligi, agregasyonun ongoriilmesi ile 6nlenmesi hakkinda
fikir vermektedir [286]. Literatiirde, = 30 mV {izerinde yiiksek zeta potansiyeli
degerine sahip partikiillerin aralarindaki gili¢li elektrostatik itme sebebiyle
agregasyona yatkinliginin daha az oldugu vurgulanmigtir [287]. Bu itme kuvveti,
pargaciklar1 birbirine yaklastirma egiliminde olan van der Waals kuvvetlerine karsi

koymaktadir.

KLN’Ierin gelistirilmesinde yiizey aktif madde veya yiizey aktif madde karigimlarinin
ve konsantrasyonlarinin dogru bir sekilde secilmesi, partikiillerin yiizey 6zelliklerini
etkilemesi bakimindan 6nemlidir. En iyi segimin, partikiil agregasyonunu etkin bir
sekilde Onleyerek stabilitenin iyilestirilmesine katkida bulunacagi disiiniilmektedir
[288].

Optimize edilmis bilesenlere sahip KLN dispersiyonlarinin ii¢ veya daha fazla yil
stiresince fiziksel stabilitelerini korudugu bildirilmesine kargin bazi formiilasyonlarin
belirli depolama siiresinden sonra jel olusturma egiliminde oldugu goriilmiistiir. Bu
sorun, stabilizasyonu saglayan yiizey aktif madde karisiminin igerigi ve

konsantrasyonu degistirilerek bertaraf edilmistir [144].

KLN'lerin sulu dispersiyonlar1 Kullanim kolayligi ve maliyet agisindan tercih
edilmekte fakat depolama sirasinda flokiilasyon gozlemlenebilmekte, bu sorun ise
formiilasyona yardimci yiizey etken madde eklenerek onlenebilmektedir [150]. Ote
yandan, partikiillerin dis kabugunda kiimelenen ilaglarin kimyasal stabilitesi i¢in

yiizey aktif madde karisimimin da 6nemli bir etkiye sahip oldugu bulunmustur [144].
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KLN formiilasyonlari, etken maddelerin stabilitesinin korunmasina katki
saglamaktadir. Kati1 matriks, kararsiz etken maddeleri hidroliz ve oksidasyon gibi
reaksiyonlardan koruyabilmektedir. Sulu dispersiyonlarina kiyasla KLN’lerin;
tokoferol, retinol ve koenzim Q10’un kimyasal kararliligimi arttirarak etken

maddelerin stabilitesini iyilestirdigi belirtilmistir [34].

Yapilan bir ¢alismada, hazirlanan Kurkumin yiikli KLN'ler i¢in 5 £ 3 °C'de 12 ay
siiresince stabilite ¢alismasi yiirtitiilmiistiir. Bu siire zarfinda, partikiil boyutu ve PDI
degerlerinde anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Bu sonug¢, KLN'lerin iiretildikleri
sekilde muhafaza edilebilmelerini miimkiin kilmaktadir. Sulu fazda etkin bir yilizey
aktif madde konsantrasyonu igerdigi takdirde uzun siireli depolama sirasinda dahi

partikiillerin tek tek dagilmis halde kalmalarinin saglanabilecegi belirtilmistir [280].

4.6 Kat1 Lipit Nanopartikiil Formiilasyonundan In-Vitro Sahm Calismasi

Optimizasyonu yapilmis KLN formiilasyonunun ilag salim davranisi, iyi
yapilandirilmis bir yontem olan diyaliz membran difiizyon metodu ile Yontem 3.2.4’te
aciklandigi sekilde degerlendirilmistir. Kesin ve giivenilir sonuglarin eldesi i¢in
Kurkumin ve Turmeron gegisine olanak saglarken KLN’yi gegirmeyecek por
biiyiikliigiine sahip uygun bir membranin se¢imi elzemdir. Sekil 4.9’da goriilen in-
vitro salim profilleri, tim formiilasyonlar i¢in belirgin bir bifazik modelin varligini
ortaya koymustur. Bu karakteristik salim profili, ani ilk salimi takip eden daha

kademeli ve siirekli bir salim1 kapsamaktadir.
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Sekil 4.9 : Salim ¢alismasi neticesinde olusturulan % Kurkumin ve % Turmeron
salim grafigi.
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KLN formiilasyonunun ilk 120 dakikalik ani salimi, Kurkumin ve Turmeron i¢in
sirasiyla % 48,21 + % 2,32 ve % 54,24 + % 4,51 olarak hesaplanmistir. Bu durum,
genellikle yiizeyle iligkili etken maddelerin hizli salimi ile iligkilendirilmektedir. Daha
sonra, ikinci ve daha yavas bir salim fazi1 ortaya ¢ikmistir. Bu fazin, KLN’nin ¢ift
katmanli yapisindan devamlilik arz eden Kurkumin ve Turmeron difiizyonundan
kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Bu mekanizma, bilhassa lipit ¢ift katman iginde veya
tasiyici sistemin dis ylizeyinde konumlanmis hidrofobik molekiiller i¢in gecerlidir.
Etken madde saliminin birincil mekanizmasinin, lipitten meydana gelen kat1 matriksin
asimmasi yoluyla Kurkumin ve Turmeron'un difizyonuna bagli gergeklesen bir salim

olabilecegi disiiniilmustiir [289].

24 saat stiresince, sirastyla Kurkumin ve Turmeron i¢in % 71,32 + 3,73 ve % 67,23 £
1,64 oraninda kiimiilatif salim elde edilmistir. Mevcut bulgular, topikal salim icin
avantaj saglayan bifazik salima isaret etmistir. Bu salim profili, hedef bolgeye siirekli
ila¢ kaynagi saglamakla kalmayip uygulama sikligini en aza indirerek hasta uyuncunu
arttirmay1 miimkiin kilmaktadir. Ani salimi takip eden siirekli faz ise KLN’nin hem
acil terapotik etkinlik hem de genis zaman periyodu icerisinde devam eden etkinlik

saglayacagini gostermektedir.

KLN'lerin salim hizi, ¢ok sayida faktor tarafindan belirlenmektedir. Lipit matriks,
yiizey aktif madde konsantrasyonu ve sicaklik gibi iiretim kosullar1 degistirilerek
KLN'lerin salim profili kontrol edilebilmektedir [162]. ilave olarak, lipit
konsantrasyonlarinin arttirilmasinin siirdiiriilebilir bir salim sagladigi saptanmustir.
Lipit konsantrasyonunun arttirilmasi ile nanopartikiil ¢cekirdegine yiiklenebilecek ilag
miktar1 artmaktadir. Boylelikle, zenginlestirilen partikiil ¢ekirdegindeki artan ilag
miktar1 ile salim siiresinin uzatilabilecegi diisiiniilmiistiir. Buna karsin lipofilik ylizey
aktif maddeler, etken maddenin salimina engel teskil edecek sekilde hareket ettiginden

ila¢ salimini yavaslatabilmektedir [278].

Salim hizimi etkileyen temel iki faktor olarak KLN’nin yiizey alaninin genis ve
diflizyon katsayisinin yiliksek olmasi (partikiil boyutunun kiiciik veya matriks
viskozitesinin diisilk olmasi nedeniyle) bildirilmistir [253]. Yiizey alaninin genis,
matriks viskozitesinin diisiik ve difiizyon mesafesinin kiigiik olmasi ilacin hizli bir

sekilde salinmasina neden olmaktadir [290].
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KLN, lipit bir ¢ekirdek ve amfifilik yiizey aktif maddeden olusan bir dis kabuktan
meydana gelmektedir. Ilag, dis kabuga ve partikiil yiizeyine yiiklendiginde patlama
etkisi gostererek ani ve hizli bir sekilde salimmaktadir. Ote yandan ilag, partikiil
¢ekirdegine dahil oldugunda daha uzun siireli bir salim gergeklesmektedir [253].
Sirastyla ani salim ve uzun siireli salim, ilacin lipit tasiyicilar igindeki farkli dagilim
profilleri ile agiklanmaktadir. KLN'nin yiizeysel katmanlarinin veya yiizeyinin ilag ile
zenginlesmesi ani salima neden olurken, yogun ilag-lipit etkilesimleri ve ilacin KLN

¢ekirdegine yerlesmesi ise uzun siireli salima isaret etmektedir [28].

Prabhu ve ark. Kurkumin yiiklii KLN formiilasyonu gelistirerek optimize etmistir. /n-
vitro salim g¢alismasi, pH degeri 7.4 olan fosfat tamponu ortaminda 12 saat siireyle
gerceklestirilmistir. Ilag cekirdekte bulundugundan ve lipit tabakasi ile
¢evrelendiginden Kurkumin’in salimu stirekli faz diizeninde gerg¢eklesmistir. % 74,24
degeriyle optimize edilmis formiilasyon diger formiilasyonlara kiyasla en yiiksek ilag
salim oranin1 gostermistir. Daha hizli bir Kurkumin difiizyonu saglayan yiizey aktif
maddelerin yani sira Optimum formiilasyon yiiksek miktarda lipit konsantrasyonu

icerdiginden ilag saliminin daha fazla oldugu belirtilmistir [259].

Bir ¢aligmada, serbest Kurkumin 4 saat igerisinde % 100 salim gosterirken hazirlanan
Kurkumin yiiklii NLT ile 48 saate kadar uzatilmis in-vitro salim gozlemlenmistir
[291].

Jourghanian ve ark. tarafindan yapilan bir c¢alismada Kurkumin yikli KLN
hazirlanmistir. Salim galismasi, 36 ve 48 saat sonunda Kurkumin'in sirasiyla % 85 ve
% 92'den fazla salindigin1 gostermistir. Serbest Kurkumin dispersiyonunda ise

Kurkumin’in % 95'inden fazlasi bir saatten kisa bir siire iginde salinmistir [237].

Baska bir ¢alismada; Adenozin yiikliit KLN hazirlanmis ve formiilasyonun in-vitro
salim1 incelenmistir. Ani olan ilk salim, lipit nanopartikiillerin yiizeyinde bulunan ve
hizlica serbest kalabilen Adenozin ile iligkilendirilmistir. Ani salim sonrasinda,
KLN'lerin i¢ ¢ekirdegindeki Adenozin’in salimi gecikmeli ve yavas bir sekilde
gerceklesmistir. Formiilasyonun lipofilik 6zelliginin artmast ile partikiil ¢ekirdegine
yiiklenebilen Adenozin miktar1 yiizeydeki ilag miktardan fazla olmustur. Bu da

salimin yavaglamasina yol agmistir [278].

Patra ve ark. tarafindan Kurkumin yiikli KLN'ler hazirlanmig ve karakterize

edilmistir. Diyaliz membran yontemi kullanilarak in vitro ilag salim ¢aligmasi

89



gerceklestirilmigtir. Ani ilk salimin ardindan yavas ve devamli bir Kurkumin salimi
gozlemlenmistir. Ani ilk salim, Kurkumin’in KLN yiizeyinden salimi ile
iliskilendirilmistir. Bu ani salimi, lipit matriks boyunca Kurkumin’in difiizyonuna

bagli olan yavas salim takip etmistir [271].

4.7 U¢ Boyutlu Doku Modeli Epiderm™ fle In-Vitro Deri Irritasyon Calismasi

In-vitro irritasyon ¢alismalari, Yontem 3.2.5’te belirtildigi {izere gerceklestirilmistir.
Canli hiicreler daha giiglii absorbans ve koyu renk, canli olmayan hiicreler MTTyi
formazona geviremedigi i¢in daha agik renk olusturmustur. Elde edilen bulgular, Sekil

4.10°da mevcut grafikte gosterilmistir.

% Hiicre Canlilig
120
100
80
60
40
20
0
Kur-Tur Kur-Tur KLN Bos KLN

Sekil 4.10 : Negatif kontrol (NK, DPBS), Pozitif kontrol (PK, % 5 SDS), Kurkumin
ve Turmeron, Kurkumin ve Turmeron yiiklii KLN ve bos KLN i¢in
EpiDerm™ ile gerceklestirilen in-vitro irritasyon ¢aligmasi sonuglari
(*p<0,05).
Sekil 4.10°da gosterilen bulgular, negatif kontrol grubu ve bos KLLN formiilasyonuna
kiyasla Kurkumin ve Turmeron karisiminin hiicre canlih@inda istatistiksel olarak
anlamli bir diisiise ve dolayisiyla irritasyon etkisinde artisa sebep oldugunu ortaya

koymaktadir.

Bununla birlikte, Kurkumin’in ve Turmeron’un KLN formiilasyonuna enkapsiile

edilmesi ile uygulama yapilan dokularda canlilik % 90'n {izerinde kalmistir.
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Dolayisiyla KLN'nin irritasyon yapici etkilerine dair herhangi bir veri bulunmamustir.
Kurkumin ve Turmeron’un KLN igerisinde enkapsiile edilmesinin ve bifazik salim
diizeninin, dokularin yiiksek konsantrasyonda Kurkumin’e ve Turmeron’a dogrudan

maruz kalmasini 6nlemis olabilecegi diistiniilmiistiir [289].

Bu sonuglar, topikal uygulamalarda irritasyon riskini azaltmak iizere tasiyict sistem
olarak KLN'nin etkinligini teyit eden Onemli bulgulara isaret etmektedir.
Optimizasyonu yapilmis KLN'lerden Kurkumin’in ve Turmeron'un siirekli saliminin;
etken maddelerin deri katmanlarinda uzun siire kalmasini saglamakla birlikte
Kurkumin’in ve Turmeron'un konsantrasyona bagli sebep olabilecegi irritasyon

olasiligini da diistirecegi diisliniilmiistiir.

Deri irritasyonu, in-vivo olarak "bir test maddesinin uygulamasini takiben dort saate
kadar deride geri doniisiimlii hasar olusturmasi" olarak tanimlanmaktadir [83]. Bir
kimyasalin stratum Korneum ile etkilesime girerek deride geri doniisii olmayan tam
nekroza sebep olmasi ise geri doniisiimli epidermal enflamatuar yanitlardan farklidir

[46].

Formiilasyonlarin sebep olabilecegi olasi irritasyonun degerlendirilmesi, hiicresel
biitiinliigli zedeleme ve lokal enflamatuar siiregleri baslatma kabiliyetlerini incelemek
tizere Onemlidir. Deri biitinligiiniin bozulmasi, iki temel mekanizma ile ortaya
cikmaktadir: maruziyet sonucunda maddenin fizikokimyasal ozellikleri kaynakli
dogrudan etkiler (lipit tabakasinin sabitlesmesi, gézenek olusumu ve deri dokularinin
tahribati gibi) ve dermal hiicre membranini1 bozan reaktif oksijen tiirlerinin salinmasini

iceren dolayl etkiler [292, 293].

Cesitli  bilesenlerin irritasyona sebep olabilirligini 6ngormek iizere giivenilir
protokoller olusturma arayisinda olan bilim camiasi, seksen yili askin bir siiredir
hayvan deneklerin kullanildigi bir yontem olan Draize deri irritasyon testine
bagvurmaktadir. Ne var ki, Draize testinin tavsanlar ve insanlar arasinda gozlenen
yanit farkliliklar1 gibi kisitlamalar gostermesi daha etik ve isabetli alternatiflerin

arastirtlmasina yol agmustir [77].

Son yillarda; Draize testi yerine in-vitro modeller, 6zellikle RhE modelleri 6nem
kazanmistir. Bu in-vitro modeller, irritasyona neden olan kimyasallarin
smiflandirilmas: lizere daha etik ve saglam bilimsel araglar olarak kabul goérerek

irritasyon testi yonergeleri ile kilavuzlara dahil edilmistir.
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RhE, standart insan epidermisinin biyolojik dzelliklerini birebir taklit edebilmektedir.
RhE’ler, temsili histoloji ve hiicre yapisina sahip donistiiriilmemis insan kaynakli
keratinositlerden meydana gelmektedir. /n-vitro deri irritasyon testleri, hiicresel 6liim
ve enflamasyon dahil olmak {izere irritasyona Kkarsi hiicresel yanitlarin
degerlendirilmesinde kullanilabilmektedir. Son yillarda bu in-vitro testlerden
formiilasyonlarin deri irritasyonuna sebebiyet verme olasiligin1 degerlendirmek iizere
aktif olarak yararlanilmaktadir [240, 241].

Yapilan literatiir taramalarinda, lipit nanopartikiillerin deri irritasyon potansiyellerinin
analizi iizere yaygin olarak kullanilan in-vitro test yontemleri olarak EpiSkin™ ve

EpiDerm™’nin yer aldig1 goriilmistiir [294].

Topikal ilag tasiyici sistemler kapsaminda; ozellikle Kurkumin ve Turmeron gibi
biyoaktif bilesenlerin potansiyel uygulamalar1 irdelenirken, deri irritasyonu riskinin
anlasilmas1 ve azaltilmasi son derece dnemlidir. Dikkate deger biyolojik aktivitelere
sahip olmakla birlikte, her etken madde gibi bu bilesiklerin de uygulama esnasinda

topikal irritasyon riski teskil edebilecekleri goz dniinde bulundurulmalidir.

Yapisina dahil olacak herhangi bir bilesenin (etken madde, lipit, yiizey aktif madde)
kimyasal yapisi, konsantrasyonu ve iiretim kosullart KLN’nin yapisini etkilemektedir
[34].

Gelistirilen bir formiilasyonun deri tarafindan tolere edilebilmesi, formiilasyonda deri
ile uyumluluk gosteren yiizey aktif maddelerin veya stabilizatorlerin varligini
gerektirmektedir. Topikal uygulamalar igin formiilasyon gelistirilirken deri
hassasiyetine sebep olma ihtimali bakimindan disiik risk tasidigindam yiiksiiz ve
iyonik-olmayan yiizey aktif maddeler tercih edilmektedir [274]. Birden fazla yiizey
aktif madde ile hazirlanan ve daha kararli nanopartikiiller iceren formiilasyonlarin, tek
bir yiizey aktif madde ile stabilize edilen formiilasyonlara kiyasla toksisiteleri

acisindan daha az biyouyumlu olmalar1 beklenmektedir [294].

Maddelerin salim hizin1 kontrol ederek ve/veya deriyle dogrudan temasini onleyerek
topikal formiilasyonlarin irritasyon ve alerjik etki potansiyellerini azaltmak tizere bir
strateji olarak ¢esitli nanopartikiil sistemleri onerilmistir. Topikal olarak uygulanmasi
amaglanan nanotasiyici sistemlere dahil edilmek tizere irritasyon potansiyeli diisiik ve

deri ile uyumlu iyonik-olmayan yiizey aktif maddeler segilmelidir.

92



Deri bariyeri lizerinde olumsuz etkilere sebep oldugundan PEG igeren ylizey aktif
maddelerden kagiilmasinin gerekliligine dair bulgular mevcuttur. Son yillarda; PEG
iceren muadillerine kiyasla daha az irritasyon ve toksisite gosteren, dogal
kaynaklardan elde edilen yiizey aktif maddelere dayanan lipit nanopartikiillerin
gelistirilmesi iizere odaklanilmaktadir [294].

Harde ve ark. tarafindan yapilan bir c¢alismada, Adapalen igeren bir KLN
formiilasyonu gelistirilmis ve formiilasyonun deri irritasyon potansiyeli incelenmistir.
RhE ile yapilan deri irritasyon ¢alismasinin sonuglarina gére, KLN'nin tasiyici sistem

olarak kullanilmasi ilacin deri irritasyon potansiyelini énemli 6l¢iide diistirmiistiir
[289].

Bir bagka ¢alismada, RhE modeli SkinEthic™ RHE kullanilarak gelistirilen Kurkumin
yuklii nanojel formiilasyonunun deri irritasyon diizeyi incelenmistir. Kurkumin-
nanojel, bos nanojel, pozitif kontrol grubu (PBS) ve negatif kontrol grubu (uygulama
yapilmamis) lizerinde histolojik gézlemler gerceklestirilmistir. Uygulama sonrasinda
dokular karsilastirildiginda, Kurkumin yiiklii ve Kurkumin igermeyen nanojel
orneklerine maruz kalan modellerin benzer yapida ve negatif kontrolle
karsilagtirilabilir oldugu gorilmiistiir. Deri esdeger modeli ile gergeklestirilen
histopatolojik ¢aligmanin sonucunda, nanojel formiilasyonunun deri iizerinde

koruyucu etkinlik gosterdigi goriilmistiir [295].

Wosicka-Frackowiak ve ark. Roksitromisin yiiklii KLN gelistirmis ve deri modeli
EpiDerm™ icin MTT testi kullanarak formiilasyonun deri irritasyon potansiyelini
degerlendirmistir. Roksitromisin yiikli ve bos KLN'ye maruziyetin ardindan
EpiDerm™ dokularindan elde edilen hiicre canliligi sirastyla % 92.5 + 8.8 ve % 81.7
+ 15.3 olarak saptanmustir. Bu verilerden yola ¢ikarak her iki formiilasyonun da deri

irritasyon potansiyeli tasimadig1 sonucuna varilmistir [296].

Tokoferol yiikli NLT, EpiDerm™ deri modeline uygulanarak deri irritasyonu
acisindan degerlendirilmistir. Tokoferol yiiklii NLT uygulamasinin ardindan hiicre
canliligt % 92,7 olarak bulunmus ve bdylece hazirlanan tastyict sistemin irritasyon
etkisinin  olmadigi sonucuna varilmistir. flave olarak; epidermal dokunun
dondurularak kesilmesiyle yapilan histolojik degerlendirmede tokoferol yiiklii NLT'ye

maruz kalan dokularin bariyer ozelliklerini ve normal deriye benzeyen diger
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morfolojik o6zelliklerini korumus oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla formiilasyonun

toksisite ve irritasyon potansiyeli tasimadigi bir kez daha dogrulanmistir [297].

Canli epidermisteki hedefli ilag miktarinin daha yiiksek konsantrasyona ulasmasi
amaciyla, Prednikarbat KLN’ye yiiklenmistir. KLN’nin toksisitesini ve Prednikarbat
emilimini degerlendirmek tizere RhE ve insan derisi kullanilmistir. Bulgular
incelendiginde, deri tarafindan olduk¢a basarili sekilde tolere edilen bir
formiilasyonun gelistirildigi gortilmiistiir. 18 saat siiren inkiibasyonu takiben MTT
testi gerceklestirilerek RhE’nin (Skinethic™) hiicre canliligt % 94,5 degerinde
bulunmustur. Kreme kiyasla KLN ile Prednikarbat penetrasyonu insan derisinde % 30
oraninda, RhE modeli Skinethic™’te ise 3 kat artmistir. Bu ¢alisma, deriden ilag

emiliminin arttirmasinda KLN'nin biiyiik bir potansiyel tasidigint gostermistir [298].

Nanotasiyict sistemler, etken maddelerin hiicre igerisine alimlarinda dikkate deger
oranda artis saglamaktadir. Nanopartikiiller, hiicre yiizeyi ile etkilesime girerek
hiicrelerin i¢ ortamlarina erisebilmektedir. Bu durum, nanopartikiillere yiiklenen etken
maddelerin terapétik etkinlik diizeylerinde artig Saglamaktadir. Ayrica; hanopartikiiliin
boyutu, sekli ve kimyasal Ozellikleri hiicresel etkilesimleri tesvik edecek sekilde
diizenlenebilmektedir [299]. Kat1 lipit matriks ve yiizey aktif madde tabakasindan
meydana gelen KLN; Kurkumin gibi suda az ¢6ziinen ilaglart enkapsiile edebilmekte

ve tasidigi Kurkumin'in hiicre igerisine alimini belirgin oranda arttirmaktadir [267].

Ornegin bir calismada; Kurkumin yiiklii NLT hazirlanmistir. Ex-vivo deri gegirgenlik
caligmalarinda Kurkumin yiikli jele kiyasla Kurkumin-NLT yiikli jelin deri
katmanlarindan gegirgenligi 3.24 kat yiiksek bulunmustur. Hiicre igerisine alim
caligmalarinda ise Kurkumin dispersiyonuna kiyasla Kurkumin-NLT formiilasyonu ile

HaCaT hiicrelerine Kurkumin aliminin daha hizli gergeklestigi saptanmigtir [291].

A vitamini igeren emiilsiyonlar, salimin ¢ok hizli ger¢eklesmesine bagli olarak lokal
deri irritasyonuna sebep olmaktadir. A vitamini yiiklii KLN ile domuz kulak derisinde
irritasyon potansiyelinde diistis, derin bir penetrasyon ve uzun stireli salim saglanmistir
[300].

Tretinoin tedavisinin en Onemli sakincalarindan biri, eritem ile karakterize olan deri
irritasyonudur. Draize yama testi ile gerceklestirilen deri irritasyon c¢aligmalari,
Tretinoin yiikli KLN jelin ticari Tretinoin kremine kiyasla 24 saatlik uygulamadan

sonra daha az irritasyona yol agtigin1 gostermistir. Ticari Tretinoin kreminde 24 saat

94



sonunda dahi irritasyon artmaya devam ederken Tretinoin yiikli KLN jelde irritasyon
artmamigtir. Sonu¢ olarak, Tretinoin'in deri tarafindan tolere edilebilirligini
iyilestirmede piyasadaki kreme kiyasla KLN jel kayda deger bir avantaj gostermistir.
Bu durum, KLN jelin Tretinoin ig¢in hasta uyuncunu ve topikal uygulamasini
gelistirme potansiyelini ortaya koymustur. Calismanin ilging bulgularindan birisi, deri
irritasyonundaki azalmanin deri gegirgenligindeki diisiis kaynakli olmasi beklenirken
aksine etken maddenin lipit nanotasiyicilarla birlikte deriye niifuzu sebebiyle

irritasyonun azalmis ve deri gegirgenliginin azalmamis olmasidir [39].

Arastirmanin sonraki asamasinda ise, sentetik lipit yerine dogal lipitler (¢ekirdek
yaglarinin saflastirilmig stearin fraksiyonlar1) kullanilmistir. Yapilan irritasyon
calismalari, Tretinoin-KLN jelin 24 saatlik uygulamadan sonra Tretinoin kremine
kiyasla daha az irritasyona yol actigini gostermistir. Krem uygulamasinda 24 saat
sonra bile irritasyon artmaya devam ederken, Tretinoin-KLN jelde artis goriilmemistir.
Bununla birlikte, krem uygulamasinda 72 saat sonra eritem saptanmistir. 5 giiniin

sonunda ise deride soyulma ile birlikte eritem artmustir.

Bu bulgular, 6nceki arastirmaya kiyasla daha ¢ok umut vericidir. Bir 6nceki ¢caligmada,
48 saat sonra hafif irritasyon belirtileri gosteren sentetik lipit (gliseril monostearat)
bazli KLN jelleri kullanilmistir. Mevcut arastirmada ise KLN jellerin her ikisi de 72
saate kadar irritasyon belirtisi gostermemistir. Bu sonug, arastirmada kullanilan lipit
matriksin 6nemini vurgulamaktadir. Kullanilan dogal kati lipitlerin sentetik lipitlere
kiyasla daha az irritasyona sebebiyet vermis olmas: diisiiniilmektedir. Ilave olarak,
KLN jellerin sundugu yiiksek deri okliizyon 06zelliginin Tretinoin uygulamasinda

karsilagilan kaginti, kuruluk ve pullanma gibi yan etkileri hafifletmeye yardimci olmasi
beklenmektedir [40].

Bir diger ¢aligmada, Amfoterisin B yiiklii topikal KLN formiilasyonunun tasarimi ve
gelistirilmesi tizere odaklanilmigtir. Tavsanlar iizerinde Draize yama testi ile
Amfoterisin B-KLN yiiklii jelin irritasyon potansiyeli degerlendirilmistir. Sonuglar
Amfoterisin B-KLN jelin 48 saatlik uygulamadan sonra dahi 6nemli 6l¢iide irritasyon
gostermedigini ortaya koymustur. Ticari jele kiyasla gelistirilen KLN formiilasyonu,
saglam ve yipranmis tavsan derisinde eritem veya 6dem olusturmamaistir. Bu sonugclar,

Amfoterisin B'nin topikal uygulamasi i¢in KLN’lerin etkin oldugunu gostermistir.
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llave olarak KLN jel formiilasyonlar1 ile siirekli bir ilag saliminin saglandig
gosterilmistir. Terapotik etkinligin artmasi igin derideki ilag konsantrasyonunun
yiiksek seviyelere ulasmasi gerekmektedir. Ticari jel ile karsilastirildiginda KLN
dispersiyon jelleri, daha fazla miktarda ilacin reseptor faza niifuzunu ve dolayisiyla
daha fazla ilacin lokal olarak deride kalmasini saglamistir. Bu baglamda, KLN ile
ilacin deride konumlandirilmas: miimkiin gériinmektedir. Ticari jel ile deriye niifuz
eden ilag miktar1 daha diisiikken, KLN bazli formiilasyon ile bu miktar artmistir.
Veriler, lipit nanopartikiillerin deri yoluyla ila¢ gecirgenligini belirgin diizeyde
artirdigini ~ gostermektedir. Ilag  permeasyonunda, KLN’lerin hiz smirlayic
etkilerinden yapisal bilesimlerinin sorumlu oldugu goriilmektedir. Amfoterisin B-
KLN jel, Amfoterisin B mikroemiilsiyonuna kiyasla deride ¢ok daha iyi ilag tutma
Ozelligi gostermistir. Mikroemiilsiyon ile deride tutulan ilag miktar1 24 saat sonra
yaklasik % 23 iken KLN jelde % 36,48 olmustur. Stabilite ¢aligmalarinda ise,
Amfoterisin B-KLN 3 ay siiresince basarili bir stabilite sergilemistir. Berraklik ve faz
ayrigsmast dikkate alindiginda formiilasyonda 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir

[301].

Pokharkar ve ark. ilagla zenginlestirilmis ¢ekirdek modeli sayesinde 24 saat boyunca
kontrollii ilag salim1 gergeklestiren Benzoil peroksit yiikli KLN gelistirmistir. KLLN
matriksinin tiretiminde kullanilan kat1 lipit; Benzoil peroksit i¢in yiiksek ¢oziliniirlitk
kapasitesi gostermis, boylece EE degerini artirmig ve salimi geciktirmistir. Akne
tedavisi i¢in gelistirilen KLN, yiiksek lipit icerigi ve nano boyutu (283 nm) sayesinde
1yi bir okliizyon gdstermis ve tavsanlarda eriteme neden olmamustir. Ticari Benzoil
peroksit jel preparati ise, jelden dermise giren yiiksek miktardaki ila¢ nedeniyle
tavsanlarda yiiksek diizeyde irritasyon gostermistir. Ayrica KLN, P. acnes'e karg: ticari
Benzoil peroksit preparatindan daha yiiksek oranda antibakteriyel aktivite

sergilemistir [302].

Pinto ve ark. tarafindan aygigek yag ile formiile edilerek optimizasyonu
gerceklestirilmis Retinil palmitat ve a-tokoferol yiiklii NLT formiilasyonlar:
hazirlanmistir.  Formiilasyon 3B RhE modeline uygulanarak topikal dagilim,
irritasyona neden olma potansiyeli ve etkinlik bakimindan degerlendirilmistir.
[rritasyon testi neticesinde a-tokoferole maruz kalan hiicrelerin canlih@ yiiksek
bulunmus (% 96,5 + 0,2) ve bu aktif maddenin deri iizerinde irritasyon etkisinin

olmadig1 goriilmistiir. Buna karsin, Retinil palmitata (% 38,5 £ 0,3) maruz kalan
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dokularin canliliginda %50'in altinda bir azalma gézlenmistir. Dolayisiyla, Retinil

palmitat irritasyon yapici olarak siniflandirilmistir.

Bununla birlikte, Retinil palmitat-NLT uygulanan dokularin hiicre canliligi % 102,5 +
1,3 olarak yiikselmistir. Dolayisiyla tek basina Retinil palmitata kiyasla Retinil
palmitat-NLT formiilasyonunun irritasyon etkisinin olmadig tespit edilmistir. Retinil
palmitatin enkapsiilasyonu ile sitotoksisitesi bertaraf edilmektedir. Ilave olarak, o-
tokoferol yiiklii NLT'nin epidermis yiizeyi boyunca heterojen bir sekilde dagildigi
gozlemlenmistir. Bu durum, nanopartikiillerin stratum korneumdaki hiicrelerin
arasindaki lipit arayiiziinde biriktigini ve bu partikiillerin daha sonra hiicreler arasi

gecis yolunu izledigini gostermektedir [50].

Okliizyon etkisi; derinin su igeriginin korunmasina neden olmakta bdylece stratum

korneumun siserek ilacin gecisini miimkiin kilmaktadir [290].

Prabhu ve ark tarafindan Kurkumin yiiklii KLN hazirlanmis ve KLN’nin Kurkumin’in

lipofilikligini artirarak dokularda alikonmasini iyilestirecegi belirtilmigtir [259].

Lipit nanopartikiillerin 6zellikle derinin iist katmanlarina penetrasyonu (dermal
iletimi) arttirdigi, dolayisiyla ilacin deride kalma siiresini uzatabilen bir rezervuar
islevi gordiigli gosterilmigtir. KLN'nin deriden emilimi arttirmasinin sebepleri
arasinda; kiigtik partikiil boyutu sayesinde yiizey alaninin genis olmasi, okliizyon etkisi
ve yapisindaki yiizey aktif maddelerin varligi sayilabilmektedir. KLN yapisindaki
lipitlerin; derideki subkutan tabakanin hiicre dis1 bogluklarini doldurmalari ve yogun
lipit yapisin1 bozmalar1 neticesinde deri gegirgenligini arttirdigi disiiniilmektedir.
Dolayisiyla KLN, deriden ilag emilimini arttirabilme ve deri tizerinde hedeflendirme
saglamaktadir. Kiiciik boyutlu KLN'ler, nanopartikiillerin deriye niifuzunu
iyilestirmek {izere avantajlidir ve kontrollii salim ile deride ilag birikiminin artmasini

saglayabilmektedir [301].

Kiichler ve ark. Morfin yiikli KLN gelistirmis ve insan kaynakli 3B modelde
(EpiDermFT™) yaranin iyilesmesinde formiilasyonun etkisini incelemistir. Morfin,
Morfin yiikli ve bos KLN wuygulamalarinin reepitelizasyonu hizlandirdigi
gozlemlenmistir. 4 giin sonunda Keratinositler yarayr neredeyse tamamen kaplamis
fakat bos KLN uygulamasinda kapanma ger¢eklesmemistir. Sonug olarak; yara

iyilesmesini hizlandirmasi, sitotoksisitesinin diisiik olmasi1 ve tam kalinliktaki RhE
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esdegerinde de diisiik irritasyon ile uzun siireli morfin salimimi miimkiin kilmasi

KLN'yi yara yonetimi i¢in yenilik¢i ve ilging bir yaklagim haline getirmektedir [28].

Bir calismada, yiiksek basingli homojenizasyon teknigi kullanilarak Ketokonazol
yikli KLN'ler (KTZ-KLN) hazirlanmistir. KTZ-KLN formiilasyonlari, "kalite
tasarim1" yaklasimi ile hazirlanmis ve Design Expert programi ile optimize edilmistir.
Ayrica, KTZ-KLN'lerin in-vitro sitotoksisitesi ve tavsanlarda in-vivo akut dermal

toksisitesi incelenerek giivenligi ¢alisiimustir.

Tavsanlar; kizariklik, iltihap, eritem ve O6dem (sismeye neden olan viicut sivisi
birikimi) agisindan gorsel olarak incelenmistir. Sonuglar, gelistirilen formiilasyonun
irritasyon belirtileri gostermedigini kanitlayarak giivenli oldugunu ortaya koymustur.
Ote yandan; ticari Ketokonazol iiriinii ve serbest Ketokonazol siispansiyonu, uygulama
yapilmamis kontrol grubuna kiyasla hafif eriteme neden olmustur. Son asamada; KTZ-
KLN'lerin internalizasyonunu dogrulamak amaciyla dermal fibroblastlarda KLN'lerin

hiicresel alimi incelenmistir.

KTZ yiikli KLN ile gecirgenligin ve penetrasyonun artmasi; KLN’nin deri
gozeneklerinden gegebilmesi, stratum korneum ile arasindaki lipit etkilesimi, ylizey
aktif madde kaynakli stratum korneumdan lipit ekstraksiyonu ve nanopartikiillerin
paraseliiler taginimi gibi birka¢ agidan agiklanabilmektedir. Bu nedenle, ilag yiikli
KLN'nin artmis gecirgenligi ve niifuzunda birkag mekanizma birlikte islev
gormektedir [303].

KLN, oda sicakliginda ve deri yiizey sicakligi olan 32 °C'de kat1 haldeki lipitlerden
olugsmaktadir. Bir KLN dispersiyonu veya lipit nanopartikiil yiiklii krem veya jel deri
ylizeyine uygulandiginda, pargacik yapisinda degisiklikler meydana gelmektedir.
Suyun buharlagmasi, lipit matriksinin daha diizenli yapiya gecmesine ve boylelikle
ilacin digar1 atilmasina neden olmaktadir. Ayrica, topikal KLN uygulamasi ile deri
yiizeyinde artan nemlilik kisa siireli ve gegici olarak stratum korneumdaki sert

tabakanin sik1 yapisini agarak deri bariyerinin gecirgenligini arttirmaktadir [34].

Farmasotik uygulamalar: géz oniinde bulunduruldugunda deri, lipit nanopartikiillerin
avantajlarindan yararlanilabilmesi iizere en sik kullanilan uygulama yoludur. Lipit
nanopartikiillerin avantajlari arasinda; hasarli lipit tabakasini yeniden giliglendirmeleri,
aktif maddelerin penetrasyonunu arttirmalari, deriyi nemlendirerek kirisiklik

derinligini azaltmalari ve deri elastikiyetini arttirmalar: yer almaktadir [255].
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Deri hastaliklarinda ilaglarin topikal uygulamasini kolaylastirmak tizere yag igerigi (%
10’dan az) diisiik lipit nanopartikiiller; sivi dispersiyonlara, KLN partikiillerinin
¢oziinmesine veya agregat olusturmasia neden olmayacak krem ya da jel bazlarina
dahil edilebilmektedir [34].

Stratum korneum, topikal olarak uygulanan ilaglarin perkiitan emiliminde ana bariyeri
teskil etmektedir. KLN'min kiigiik partikiil boyutuna ve nispeten diisiik boyut
dagilimina sahip olmasi, deri iizerinde bolgeye 6zel uygulama yapilmasina olanak

tanimakta ve boylece ilaglarin deri igerisindeki konsantrasyonunu arttirmaktadir [304].

Esas itibariyle, KLN'nin bir nanotasiyici sistem olarak biyoaktif bilesiklerin irritasyon
potansiyelini azalttigi goriilmektedir. Bu durum, biyoaktif bilesenlerin biyolojik
etkilerini diizenlemede tasiyici sistemlerin 6dneminin vurgulamakla kalmayip, ayni
zamanda muhtemel yan etkileri en aza indirirken terapdtik etkinligi en iyi hale
getirmeyi amaglayan topikal ilag tasiyici sistemlerin tasarlanmasi agisindan da 6nemli

¢ikarimlar sunmaktadir.

Bu ¢ikarimlar, in-vitro test yontemlerinin iyilestirilmesi ve topikal formiilasyonlarin
giivenlik profillerinin gelistirilmesi konusunda devam eden tartismalara katkida

bulunmaktadir.
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5. SONUCLAR

Sebep oldugu kasinti, kizariklik ve yanmay1 kapsayan fizyolojik etkilerin yanisira
hastanin ciddi boyutta psikolojik ve sosyal sorunlar yagamasina neden olmasindan
otiirii gelistirilen topikal formiilasyonlarin olasi deri irritasyonu potansiyelinin
saptanmasi 6nem teskil etmektedir. Calismamiz ile Kurkumin’in ve Turmeron’un
irritasyon diizeylerinin azaltilmasina yonelik topikal olarak etkin ve giivenilir bir
formiilasyonun hazirlanmasi hedeflenmistir. Bu dogrultuda hazirlanan Kurkumin ve
Turmeron yiikli KLN formiilasyonu, literatiirde mevcut olmayan ¢alismamiz ile ilk

defa gelistirilmis 6zgiin bir formiilasyondur.

Topikal olarak uygulanmasi hedeflenen KLN formiilasyonunun tasarimi deneysel
tasarim ¢alismalari ile gergeklestirilmistir. Design Expert yazilimi ile tahmin edilen
degerlerin tutarliligmmi ve uygulanan yontemin gegerliligini tespit etmek iizere
laboratuvar ortaminda formilasyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan formiilasyonlardan
elde edilen degerler incelendiginde deneysel verilerin modelin ongoriileri ile uyumlu

oldugu tespit edilmistir.

Ardindan optimizasyonu gergeklestirilmis formiilasyon igin partikiil boyutu, PDI ve
zeta potansiyeli degerlerine dair 6l¢iimler, EE, etken madde miktar tayini, morfolojik
analiz, stabilite, in-vitro salim ve son olarak in-vitro irritasyon c¢aligmalari

gerceklestirilmistir.

Optimum formiilasyona ait nanopartikiiller i¢in boyut dagilim: 292,11 + 9,43 nm

olarak elde edilmistir.

KLN formiilasyonlari, 0,3 esik degerinin altinda bir PDI degeri sergilemistir. Bu deger,
KLN’nin partikiil boyutu dagiliminin amaglanan dogrultuda dar ve partikiiller arasinda

siirh degiskenlik oldugunu gostermektedir.

100



Optimum KLN formiilasyonu, -37,8 + 1,4 mV olarak yiiksek bir zeta potansiyeli
sergilemek suretiyle negatif yiiklii bir yiizeye isaret etmistir. Bu da yiizeyde adsorbe

edilmis iyon veya yiizey aktif madde kaynakli ek yiiklerin varligina isaret etmektedir.

EE c¢alismasindan elde edilen bulgular, EE degerininin artirilmasina yonelik KLN
formiilasyonlarindaki kati lipit ve yiizey aktif madde miktarlarinin optimize
edilmesinin 6dnemini vurgulamigtir. Kurkumin ve Turmeron i¢in sirasiyla % 77,21 +
4,28 ve % 75,12 £ 2,51 olarak hesaplanan EE degerlerinin, kayda deger bir oranda
oldugu saptanmustir. Bu degerler, Kurkumin ve Turmeron’un KLN’ye yiiksek oranda

enkapsiile olma basarisin1 dogrulamistir.

Etken madde miktar tayini i¢in gergeklestirilen deneyler, Kurkumin ve Turmeron igin
sirastyla % 97,21 + % 0,72 ve % 95,45 + % 1,21 olmak tizere KLN dispersiyonundan

belirgin yliksek geri kazanim oranlarinin oldugunu goéstermistir.

In-vitro salim ¢alismasi incelendiginde, ani ilk salimi takip eden kademeli ve siirekli
bir salim ile belirgin bir bifazik modelin varlig1 ortaya konmustur. Bu salim profili,
hedef bolgeye siirekli bir ila¢ kaynagi saglamakla kalmayip uygulama sikligini1 en aza
indirerek hasta uyuncunu arttirmayr miimkiin kilabilecektir. Ani salimi takip eden
stirekli faz ise, KLN’nin hem acil terapdtik etkinlik hem de genis zaman periyodu

igerisinde devam eden etkinlik saglayacagini gostermektedir.

KLN formiilasyonunun morfolojik analizi incelendiginde ise kiiresel ve piirlizsiiz

ylizeye sahip ayirt edici bir morfoloji goriilmistiir.

60 giin siiresince 5 + 3°C altinda yiiriitiilen stabilite calismasinin verileri, KLN
formiilasyonunun partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve PDI degerlerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisim olmadigin1 ortaya koymustur. Bu nedenle, belirtilen

saklama kosullar1 altinda formiilasyonun stabilitesini koruyabildigi gozlenmistir.

Son olarak, EpiDerm™ RhE modeli ile in-vitro deri irritasyon ¢alismasi yapilmustir.
Bulgular, negatif kontrol grubu ve bos KLN formiilasyonuna kiyasla Kurkumin ve
Turmeron karisimi i¢in hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis ve
dolayisiyla irritasyon etkisinde artis oldugunu ortaya koymustur. Bununla birlikte,
Kurkumin’in ve Turmeron’un KLN formiilasyonuna enkapsiilasyonu ile dokularin
canliligit anlamli derecede yiikselmistir. Dolayisiyla KLN'nin irritasyon yapici
etkilerine dair herhangi bir veri bulunmamistir. Kurkumin’i ve Turmeron’u birlikte

igeren bir nanotasiyici sistem i¢in literatiirde EpiDerm™ ile gerceklestirilmis bir in
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vitro irritasyon ¢alismasi bulunmamaktadir. Calismamiz, bu hususta da 6zgiinliigiinii

koruyarak literatiire katkida bulunmaktadir.

Bu calisma, Kurkumin ve Turmeron'un topikal uygulamasi iizerine KLN'yi olduk¢a
umut verici bir nano 6lgekli tagiyici sistem olarak konumlandirmaktadir. Sonug olarak,
tarafimizca hazirlanan KLN formiilasyonuna dair tiim veriler dikkate alindiginda
Kurkumin’in ve Turmeron’un karisim olarak uygulandiginda saptanan irritasyon
diizeylerini azaltmak tizere formiilasyonun onemli bir alternatif olabilecegi
diistintilmektedir. Bununla birlikte, Kurkumin ve Turmeron yiikliit KLN'nin irritasyonu
en diisik diizeye indirmedeki etkinligini dogrulamak iizere preklinik ve klinik

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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