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Sunulan tez ¢aligmasinin ilk asamasinda, Aloe vera yagi organojeli ve k-carrageenan/
Aloe vera hidrojeli kullanilarak yenilikgi bir bijel sistemin olusturulmasi hedeflenmistir.
Ikinci asamada fiiretilen bijellerin  karakterizasyon ¢aligmalarmin yapilmasi
hedeflenmistir. Son agamada ise iiretilen bijellere amfifilik yapida bir hormon olan
melatoninin yiiklenmesi ile olusturulan hibrit yapinin, transdermal salim sistemi olarak
kullanim potansiyelinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu amaglar kapsaminda ilk olarak,
K-carrageenan/ Aloe vera tabanli hidrojel ve Aloe vera yagi kullanilarak organojel
tiretimi  gerceklestirilmistir. Ardindan hidrojel/organojel oran1 (H:O), 90:10, 70:30,
50:50, 30:70, 10:90 olacak sekilde hidrojel ve organojel oda sicakliginda karistirilarak
kararli yapiya sahip bijeller iiretilmistir. Uretilen bijellerin fiziksel, kimyasal, mekanik
ve reolojik Ozellikleri incelenmistir. Bijellerin 25°C ve 37°C sicakliklarda gerinim,

frekans ve viskozite degerleri incelenerek reolojik 6zellikleri belirlenmistir. Sonrasinda
[



bijellerin sitotoksik etkisinin belirlenmesine yonelik hiicre kiiltiir ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Son asamada biyoaktif ajan olarak se¢ilen melatonin, poli (laktik-
ko-glikolik asit) (PLGA) nanopartikiillerine, nanopartikiiller igerisinde bijellere ve

serbest halde bijellere yiiklenerek in-vitro salim kinetikleri incelenmistir.

Calisma sonucunda hidrojel/organojel oran1 10:90 olan bijelin sartya yakin renkte
homojen olmayan bir dagilim gosterdigi, 90:10 oranindaki bijelin ise beyazimsi,
plriizsiiz ve homojen bir dagilim gosterdigi gézlenmistir. Ayrica hazirlanan bijellerin
tim oranlarda mekanik agidan herhangi bir farklilik gostermedigi goriilmistiir.
Bijellerin 25°C ve 37°C’de viskoelastik 6zellikte olup, kati jel davranisi sergiledikleri ve
tim bijel oranlarinda artan kayma hiziyla viskozitelerinin azaldigi belirlenmistir.
Boylelikle bijellerin iyi yayilabilirlik 6zelligi gosterdigi anlasilmistir. L929 fibroblast
hiicreleri ile yapilan in-vitro sitotoksisite deneyleri bijellerin toksik 6zellik tagimadigini
gostermistir. In-vitro melatonin salim sonuclart degerlendirildiginde, en hizli melatonin
salimi, serbest melatonin yiiklii bijellerden gergeklesirken, en yavas salimin melatonin

yiiklii PLGA nanopartikiil iceren bijellerde goriilmiistiir.

Sunulan tez ¢alismasinda ilk kez Aloe vera bazli bijeller sentezlenmis ve transdermal
yolla melatonin salim potansiyeli PLGA nanopartikiillerin de katkisiyla in-vitro olarak
incelenmistir. Elde edilen bulgular 1s1ginda hazirlanan bijellerin transdermal salim
sistemleri olarak ¢esitli farmasotik/kozmetik  ajanlarin = kontrollii  saliminda

kullanilabilecegi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bijel; Aloe vera; k-carrageenan; poli(laktik-ko-glikolik asit)

nanopartikiil; melatonin; transdermal ilag¢ salimu.
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This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Coordination
Unit (FHD-2022-19944), titled " Synthesis, Characterization of Aloe vera-Based Bigels
and Development of PLGA Nanoparticle-Loaded Transdermal Melatonin Release

Systems "',

In the first stage of the presented thesis, it was aimed to create an innovative bigel
system using Aloe vera oil organogel and k-carrageenan/Aloe vera hydrogel. In the
second stage, it is aimed to carry out characterization studies of the bigels. In the last
stage, it is aimed to examine the potential of the hybrid structure formed by loading
melatonin, an amphiphilic hormone, into the produced bigels, as a transdermal release
system. For these purposes, firstly, organogel production was carried out using k-
carrageenan/Aloe vera based hydrogel and Aloe vera oil organogel. Then, bigels with
stable structure were produced by mixing the hydrogel and organogel at room
temperature with hydrogel/organogel ratios (H:O) of 90:10, 70:30, 50:50, 30:70, 10:90.



The physical, chemical and mechanical properties of the produced bigels were
investigated. The rheological properties of the bigels were determined by examining the
strain, frequency and viscosity values at 25°C and 37°C. Afterwards, cell culture studies
were carried out to determine the cytotoxic effect of bigels. In the last step, melatonin,
selected as a bioactive agent, was loaded into poly (lactic co-glycolic acid) (PLGA)
nanoparticles, bigels in nanoparticles, and bigels in free form, and its in-vitro release

Kinetics were investigated.

As a result of the study, it was observed that the bigel with a hydrogel/organogel ratio of
10:90 showed an inhomogeneous distribution in a color close to yellow, while the bigel
with a ratio of 90:10 showed a whitish, smooth and homogeneous distribution. In
addition, it was observed that the prepared bigels did not show any mechanical
difference in all ratios. It was determined that the bigels were viscoelastic at 25°C and
37°C, exhibited solid gel behavior, and their viscosity decreased with increasing shear
rate at all bigel ratios. Thus, it was understood that the bigels showed good
spreadability. In-vitro cytotoxicity experiments with L929 fibroblast cells showed that
bigels were not toxic. When the in vitro melatonin release results were evaluated, the
fastest melatonin release was observed in the bigels loaded with free melatonin, while
the slowest release was seen in the bigels containing melatonin loaded PLGA

nanoparticles.

In the presented thesis, Aloe vera-based bigels were synthesized for the first time and
the transdermal melatonin release potential was investigated in-vitro with the
contribution of PLGA nanoparticles. It has been evaluated that bigels prepared in the
light of the findings can be used as transdermal release systems in the controlled release

of various pharmaceutical/cosmetic agents.

Keywords: Bigel; Aloe vera; k-carrageenan; poly(lactic-co-glycolic acid) nanoparticle;

melatonin; transdermal drug release.



TESEKKUR

Yiiksek lisans siirecim boyunca benden destegini higbir zaman esirgemeyen, derin bilgi
ve tecriibesiyle, her daim bana yol gosteren, durusu, karakteri, insani yonii ve egitici
kisiligi ile bir bilim insani olarak hayatimin her alaninda kendime 6rnek alacagim,
saygideger hocam Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU’na en igten

tesekkiirlerimi, sevgilerimi ve saygilarimi sunarim.

FHD-2022-19944 numarali hizli destek projesi kapsaminda calismalarimda maddi

destek saglayan Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi’ne,

Yiiksek lisans siirecimde degerli bilgilerini ve tecriibesini benimle paylasan, beni
aydinlatan, ¢aligmalarim boyunca beni destekleyerek motive eden sevgili Ars. Gor.
Tiilay Selin ERKUT a, tez siirecimde deneyimlerini ve bilgilerini benimle paylasarak
calismamin ilerlemesine katki saglayan, verdigi ddevleri ile beni gelistiren sevgili Ars.

Gor. Demet CAKIR a,

Her animda yanimda olan, benimle gurur duyan ve basarilarimm her zaman

taclanmasini isteyen canim arkadasim Nazli KHAGHANIMILANTI ye,

Ayni laboratuvar ortaminda ¢aligmaktan biliylik mutluluk duydugum laboratuvar
arkadaslarim, Ars. Gor. Sena KOC, Sema COSKUN, Zeynep ALTINISIK, Sitem
Merve SAHIN ve ismini burada saymadigim ama desteklerini gordiigiim Hacettepe
Universitesi Hiicre ve Doku Miihendisligi Arastirma Grubu’na en igten tesekkiirlerimi

sunarim.

Bugiine kadar benden destegini maddi ve manevi olarak esirgemeyen, tecriibeleriyle yol
gostererek beni motive eden, canim babam Ziya SATIR’a, anneliginin yaninda benimle
arkadas gibi olan her zaman beni destekleyerek arkamda duran, nese kaynagim, canim
annem Sule SATIR’a ve beni her daim giildiiren, yapabileceklerimin daha fazlasina

inanan, basarilarimla gurur duyan canim kardesim Hakan SATIRa,
Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Subat 2023, Ankara



ICINDEKILER

OZET oottt i
ABSTRACT ..ttt b bbbttt i
TESEKKUR ..ottt ettt ettt en st s sttt en s et as s v
ICINDEKILER .......cocviiiiiiiiieiiiieistete sttt Vi
SEKILLER DIZINI......ooeiiiiiiiiiieiiesice e IX
CIZELGELER DIZINT ..ot Xi
SIMGELER VE KISALTMALAR ........coeiiitiiieetee et Xii
LGIRIS oottt bbbt 1
2. GENEL BILGILER......ccoiiiiiiiiiiiieiisis s 4
2.1. POIMErTK JEIIET ..o 4
2.1.1. Polimerik Jellerin OzZelliKIEri ........oovevveerreereereeeeeieeseeeceeee s s en e, 4
2.1.2. Polimerik Jellerin Siiflandirtlmast .........cocceviiiiiiiiieiieiee e 5
0 I R T [ (o =1 OSSR 7
2.1.4. 0rganojel (OlOJEI) ...oiueeieieece et 9

2. 1.5, BIJEL o 13

2.2. CAITAGENAN ...ttt ettt bbbtttk e bt e nb e e e s e nneenne s 18
2.2.1. Carragenan TUIIETT ......cccveiviiiiiiiii s 18
2.2.2. Carragenan Fiziksel ve Kimyasal OzelliKIeri.............ccecvureverrirerircreirerennnne, 19

2.3. Kappa Carrageenan (K-CA) ..ot 20
2.4, AlOB VBT ... s 23
2.5, MEIALONIN ..o 25
2.6. Kontrollii 1lag Saltm SiStEMIETi........covvevvevrrrerrreereseseseseseresesesesesesesesesenesenenens 27
2.6.1. Transdermal SIStemMIEr..........ccoovoiiiiiiiie e 27

2.7. In-Vitro Ilag Salim Kinetigi ve Salim Mekanizmasinin Belirlenmesi ................. 28
2.8. Polimerik NanopartikKUlIer...........cccoviiiiiiiiiiiiic s 31
2.8.1. Polimerik Nanopartikiillerin Uretim YOntemleri ............ccovvvevrrcveriirerennnne, 31

3. DENEYSEL CALISMALAR ....oooiiiiiiieit e 34
3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal ve Biyolojik Malzemeler.............. 34

Vi



3.2. x-carrageenan/Aloe vera Tabanli Hidrojel ve Aloe vera Yagi Tabanli Organojel

UTEHIMI ..vcvvvs ettt e ettt s ettt sttt en s et sensneesetsnes 37
3.2.1. Hidrojel UTetimi......cocueveveieieiereieieeieeie e s ettt ettt 37
3.2.2. Organojel UTEtiMi .....cceveveveeererereierereieieiesesesesese ettt ssssss st sesnns 37
3.2.3. Hidrojel ve Organojellerin Birlestirilmesi ile Olusturulan Bijellerin Uretimi..
................................................................................................................................. 37

3.3. Karakterizasyon CaliSmalari.........ccccceviuiiiiiiiiiiieiiiic e 38
3.3.1. Yag Baglama Kapasitesi (OBC) Analizi ........ccccoecvvviiiiiiiiiniiiie e 38
3.3.2. Morfolojik INCelemeler...........ccvvviverieeieiceeicieie e 39
3.3.3. Kimyasal Yap1 ve Faz AnalizIeri.........ccccocoiiiiiiiinieiiiee 39
3.3.4. Termal ANAlIZIEr .......ccooveiiiic 39
3.3.5. MeKanik AN@liZIEr ..........cccoiiiiiiiic 39
3.3.6. REOIOJIK ANANIZIEN ... 40

3.4. In-Vitro Sitotoksisite CaliSMalart .........cccccuereriierierriie e 40

3.5. In-Vitro Biyoaktif Ajan Salim Calismalart............ccocorereiireneinineiese e 41
3.5.1. Bos ve Melatonin Yiiklii PLGA Nanopartikiillerin Uretimi...............cc......... 41
3.5.2. PLGA Nanopartikiillerin Karakterizasyon Calismasi.............cccovvveriiernennne. 44
3.5.3. Bijellere Melatonin YUKIENMES1 ......ccveviiieiiiiiiieiieicsee e 45
3.5.4. Salim Sistemlerinin Hazirlanmasi ve Salim Kinetiklerinin Belirlenmesi .... 45

3.6. IStatiStIKSEl ANALIZ......c.cvevveeeceereieieeceeie ettt 47

4. SONUCLAR VE TARTISMA ...ttt 48
4.1. Bijellerin Uretimi i¢in Optimum Kosullarm Belirlenmesi ..............c.ccocevevnnnene, 48

4.1.1. k-carrageenan/ Aloe vera Tabanli Hidrojel ve Aloe vera Yagi Tabanli

Organojel Igeren Bijel Uretimi..........ccovvvevvicreiiicrsniessce e 48

4.1.2. Farkli Hidrojel/Organojel Oranlarinda Bijellerin Hazirlanmast................... 50
4.2. Bijellerin KarakterizaSyOnU ...........ccouiieiiiiiienieiesiesieseseeee e 51
4.2.1. Morfolojik GOrintlileme...........ccoovieiiiiiiiiie e 51
4.2.2. Mekanik Analiz SONUGIATT .......ccvvviiiiiiiiiiiiie e 53
4.2.3. Bijeller I1gin OBC ANALIZi .........cevieiveiireiiicieiieeeeice e 53
4.2.4. Kimyasal Yap1 ve Faz AnalizIeri.........c.cccooviiiiiiiiiicc e 57
4.2.5. REOIOJIK ANALIZ ... 63
4.3. In-Vitro Sitotoksisite CaliSmalart ..........coeeoveeeiiiiciiie e 68



4.4. In-Vitro Biyoaktif Ajan Salim Caligmalart ...........cccceveiiiiiiiiiniiieiene e 72

4.4.1. Bos PLGA Nanopartikiillerin Uretim Kosullarinin Belirlenmesi.................. 72
4.4.2. Melatonin Yiiklii PLGA Nanopartikiillerin Uretimi ve Karakterizasyonu ...72

4.5. In-Vitro Melatonin Salim1 ve Salim Kinetiginin Matematiksel Analizi .............. 79
4.5.1. PLGA Nanopartikiillerden Melatonin Salimi ...........ccccovvvviiiiiiiinniiicneene, 79
4.5.2. Melatonin Yiiklii PLGA Nanopartikiil iceren Bijellerden Melatonin Salimi ...
................................................................................................................................. 81
4.5.3. Serbest Melatonin Y1klii Bijellerden Melatonin Salimi...........ccccovveiiiienns 83
4.5.4. Salim Mekanizmasi ve Salim Kinetiginin Belirlenmesi .............cccocoeeinnnee. 86

5. YORUM ..ttt ettt b et et e s bt e sbe e et e e nbeeenne e 89
B. KAYNAKLAR ... oottt bttt sttt sb et b e nbe e e 91

Ek 1- Melatonin Yiiklii PLGA Nanopartikiillerden Salinan Melatoninin Kiimiilatif
Salim Degerlerinin Hesaplanmasi ..........ccoooueriiiiiieiinieiieseeese e 98

EK 2- Melatonin Yiiklii PLGA Nanopartikiil iceren Bijellerden Salinan Melatoninin
Kiimiilatif Salim Degerlerinin Hesaplanmasi...........c.cccovveviiviiiiiinciicniin, 100

EK 3- Serbest Melatonin Yiiklii Bijellerden Salinan Melatoninin Kiimiilatif Salim

Degerlerinin Hesaplanmast ...........ccecviriiieiiniieiiesise e 102
EK 4 - Tez Caligsmas1 Orjinallik RapOru .........ccoveiiiiiiiiiiiiieseec e 104
(0746 ) 10)1 1 15 TR 105

viii



SEKILLER DiZINi

Sekil 2.1. Hidrojel YaPIST ..cccuuieiiiiiiiiieiiii et 7
Sekil 2.2. Hidrojellerin farkli 6zelliklerine gore siniflandirilmast..........ccccoovcvenieiinicnnn, 8
Sekil 2.3. Hidrojellerin kullanildig: farkli uygulama alanlari...........c.ccoveviiiiniiiiiicnnnn, 9
Sekil 2.4. Organoje]l OIUSUMU .......oiiviiiiiiiiiii e 11
Sekil 2.5. Organojellerin stniflandirtlmast........cccovviiiiiiiiiini e 12
Sekil 2.6. Bijellerin olusturulmast ........cveeiieiiiiieiiiie e 13
Sekil 2.7. (a) Hidrojel igerisine organojel eklenerek olusturulan bijel sistemi...................
(b) Organojel igerisine hidrojel eklenerek olusturulan bijel sistemi.............ccccocerenen. 15
Sekil 2.8. KOMPIeKS DIJEI SISTEMI ..cvveviiieiieiicc e 16
SEKIl 2.9, K-CA YaAPIST...uiiiiiiiiiieiee ittt 21
Sekil 2.10. ALOE VETA YAPIST...eeviruriiieeiiiiiisiiesiieee sttt sn e ne e 23
Sekil 2.11. MelatOnin YAPIST ...c.veeuverieerieiieriiesiieiesiee sttt sne e ne e 26
Sekil 2.12. ikili emiilsiyon hazirlama YONtemi ...........coeevevvecererererieeeerereseseeeee e, 33

Sekil 3.1. Tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen deneysel ¢aligmalarin sematik

FeCa T 1010 1Y S TP U TR OTRRURRUPRURTOT 36
Sekil 4.1. Bijel formiilasyonlarinin makroskobik goriintiileri. (A): iistten gorinimdi .......

(B) karigtirtldiktan sonraki goriiniim (C): karistirildiktan 24 saat sonraki goriintiileri
(H:Hidrojel, O:0rganojel) ..o e 51
Sekil 4.2. %1 (w/v)’lik Sudan I ile boyanmis organojel kullanilarak olusturulan
bijellerin 10X biiyiitmedeki mikroskobik goriintiileri. A) 90:10 (H:0), B) 70:30 (H:0O),

C)50:50 (H:0), D) 30:70 (H:0), E) 10:90 (H:O) ...eoiviiiiiiiiiieieieie e 52
Sekil 4.3. %0.1 (w/v) oraninda Sudan I ile boyanmis organojel kullanilarak olusturulan
bijellere ait 10X ve 20X biiyiitmelerdeki mikroskobik goriintileri.........ccoevvverveneenne. 52
Sekil 4.4. %0.05 (w/v) oraninda Sudan I ile boyanmis organojel kullanilarak olusturulan
bijellere ait 4X ve 10X biiylitmedeki mikroskobik gorintileri..........cccceevvviiiiiniiinnne. 53
Sekil 4.5. Hidrojel:organojel oranina bagli olarak bijellerde sertlik degisimi................ 54
Sekil 4.6. Bijel iiretiminde hidrojel ve organojelin optimum karigtirma siiresini
belirlemek i¢in mekanik analiz SONUGIATT .........cveiieiieieiie e 55
Sekil 4.7. Hidrojel, organojel ve bijellerin ATR-FTIR spektrumlari ............cccccuerveennee. 57
Sekil 4.8. Bijellerin XRD spektrumlari; (a) 10:90 (H:O), (b) 30:70 (H:O), (c) 50:50
(H:0), (d) 70:30 (H:0), (&) 90:10 (H:O) .eveiuiiiiiieieieiesie s 59



Sekil 4.9. DSC analizinde bijellere ait 1sitma dongiisii; (a) 10:90 (H:O), (b) 30:70 (H:O),

(c) 50:50 (H:0), (d) 70:30 (H:0), () 90:10 (H:0) .eeoveirieiieieeiie e 60
Sekil 4.10. DSC analizinde bijellere ait sogutma dongiisii; (a) 10:90 (H:0), (b) 30:70, ....
(c) 50:50 (H:0), (d) 70:30 (H:0), () 90:10 (H:O) .eevveeieieeiie e 61
Sekil 4.11. Bijellerin TGA termogramlari. (a) 10:90 (H:O), (b) 30:70 (H:0O), (¢) 50:50
(H:0), (d) 70:30 (H:0), (€) 90:10 (H:O) ..ueiiieeieieceeie ettt 62
Sekil 4.12. Bijellerin A) 25°C, B) 37 °C’ deki frekans taramasi ve C) 25°C, ........ccceeenee.
D) 37 °C’deki genlik taramast SONUGIATT ........cuviiiiieiiiieiiiie e 66
Sekil 4.13. Bijellerin sicaklik taramasi SONUGIATT.........ccveiverieiieiieiesie e 68
Sekil 4.14. Bijellerin 25°C’deki viskozite testi sSonuglart .........ccocceevvvriiiiiieiiciiee 69
Sekil 4.15. Bijellerin 37°C’deki viskozite testi sonuglart .........ccoccvevveiiiiiiene e 69

Sekil 4.16. A) L929 hiicrelerinin 1.giin canliliklari, B) 2. giin canliliklari, C) 3.giin
canliliklar1. Biiylime ortamina %10 (v/v) DMSO eklenmis hiicre grubu pozitif kontrol

grubu olarak belirlenmistir. (Istatistiksel olarak anlamli farklar su sembollerle

gosterilmistir; n=3, *p<0.05, ** p<0.01, ***pP<0.001)......ccceeciriiriiriinrirrirrierene e 71
Sekil 4.17. Bos PLGA nanopartikiillere ait farkli biiylitmelerdeki SEM goriintiileri.........
A) 10 000 X B) 20 000 X ....veiiieuieiieieiesie sttt 73
Sekil 4.18. Melatoninin enkapsiilasyon verimi i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi........ 74

Sekil 4.19. Melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillere ait (F8 formiilasyonu ile iiretilen)
farkl1 biiytitmelerdeki SEM goriintiileri A) 10 000 X, B) 20 000 X, C) 40 000 X ......... 78
Sekil 4.20. PLGA kopolimeri ile hazirlanmis bos ve melatonin yiiklii nanopartikiiller ile
saf DMAB’ye ve saf melatonine ait ATR-FTIR spektrumlart..........ccccoocevvniiencnnnnnne. 79
Sekil 4.21. Melatoninin PLGA naopartikiillerden melatoninin kiimiilatif salimi A) 15
giinlik (%) B) 24 saatlik (%) C) 15 giinliik (salim calismasi kapsaminda 10 mg
nanopartikiil kullanilmig olup, 1 mg nanopartikiil %18.6 enkapsiilasyon verimi ile 0.1
mg melatonin YUKITAUL) ......viviiiiiiiese e 80
Sekil 4.22. Melatonin yiikli PLGA nanopartikiil igeren bijellerden melatoninin
kiimiilatif salim1 A) 15 giinliik (%) B) 24 saatlik (%) C) 15 giinliik (salim ¢alismasi
kapsaminda 1 g bijele 10 mg nanopartikiil ilave edilmis olup, 1 mg nanopartikiil %18.6
enkapsiilasyon verimi ile 0.1 mg melatonin yUKIGAUr.) .....ocooveiiiiiiiiiiiiec e 82
Sekil 4.23. Serbest melatonin yiiklii bijellerden melatoninin kiimiilatif salim1 A) 15
giinliik (%) B) 24 saatlik (%) C) 15 giinliik (salim ¢aligsmas1 kapsaminda 1 g bijele 1 mg

serbest melatonin 11ave edilMISHr) .......cceeieiieiiiii i 84



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. Polimerik jellerin karakteristik dzellikleri, avantajlar1 ve kullanim alanlari.6
Cizelge 2.2. Farkli organojelator ve ¢oziiciilerden elde edilen organojel tiirleri............ 10

Cizelge 2.3. Bijellerin uygulama alanlarina yonelik literatiirde yer alan ¢aligmalari..... 17

Cizelge 2.4. Carregenan tiirlerinin 0ZellIKIeri.........covvviviiiiiiii i 19
Cizelge 2.5. k- CA uygulama alanlari...........ccceviiiiiiieiiiii e 22
Cizelge 2.6. Aloe vera bilesenleri ve 0zelliKIeri. ........cccoovviiiiiiiiiiiiiie e 24
Cizelge 3.1. Ikili emiilsiyon ¢dziicii buharlastirma yontemi (wl/o/w2 karigimi) ile
hazirlanan melatonin yiiklii nanopartikiillerin formiilasyonlart..........ccccoccvvviviiiiinennnnnn. 43
Cizelge 4.1. Bijellere ait OBC sonuglari.........ccccceviiiiiiiiiiiniicie s 55
Cizelge 4.2. Bijel tiretiminde hidrojel ve organojelin optimum karistirma siiresini...........
belirlemek i¢in OBC SONUGIATT ......veiiiiiiiiiiiiiiie e 56
Cizelge 4.3. Hidrojel, organojel ve bijellere ait spesifik FTIR spektrum verileri .......... 57
Cizelge 4.4. Bijellere ait spektrumlarin % kristalinite degerleri.........c.ccocereivrincrcnnne. 58
Cizelge 4.5. Bijellerin TGA analizi SONUGIATT.........cocoveiiiiiiiiiicice e 63
Cizelge 4.6. Bijellerin 25°C’deki genlik taramasi sonuglart ..o, 64
Cizelge 4.7. Bijellerin 37°C’deki genlik taramast sonuglart ..........c.ccoeevreiiiiencnennn, 64
Cizelge 4.8. Bijellere ait sicaklik taramast SONUCIATT..........cccvvriiieiiiiiiieiienee e 67
Cizelge 4.9. Bos PLGA nanopartikiillerin boy ve boy dagilimi.........c.cccoeveviiiiiennns 73
Cizelge 4.10. Sekiz farkli formiilasyonla iiretilen melatonin yiikli PLGA mikro/nano
partikiil enkapsiilasyon verimleri ve ila¢ yiikleme kapasiteleri...........cccevvviiiiinininnnne 76
Cizelge 4.11. Melatoninin salim mekanizmasi ve salim Kinetigi .........cccccoceviiviiinennn, 87

Cizelge 7.1. Melatoninin yiikli PLGA nanopartikiillerden melatonin salimina ait
degerler (1.paralel 1GIN) ......c.cuviiiiiiiiie e 99
Cizelge 7.2. Melatoninin yiikli PLGA nanopartikiil i¢eren bijellerden melatonin
salimina ait degerler (2.paralel 1GIN) ........ccccviiiiiiiiiiiiic e 101
Cizelge 7.3. Serbest melatonin yiiklii bijellerden melatonin salimina ait degerler

(2021 21 (T 5 0131 PSP SPPP PP 103

Xi



Simgeler
A

K

Kisaltmalar
IPN:

(OH-):
(COOH-):
(NH2):

(SO3H-):

SIMGELER VE KISALTMALAR

Lambda
Kappa
Dyota

Mu

Epsilon
Sicaklik
Alfa

Beta

Dalga boyu
Kiigiik esit
Tolerans
Mikro
Mikro Litre
Elastik Modiil

Viskoz Modiil

I¢ Ice Gegmis Ag Yapi
Hidroksil

Karboksil

Amin

Siilfat

xii



PEG:
PVA:
PLA:
PLGA:
PCL:
PNIPAM:
GMS:
MO:
K+:
ca?":
w/o:
olw:
3.6-AG:
k-CA:
TDSS:
ROS:
LDL:
TNF-a:
TGF-B:
SCF:
R%:
PNP:
w/o:
SCF:
ABD-FDA:

\VAYA

polietilen glikol

poli(vinil alkol)

poli(laktik asit)
poli(laktik-ko-glikolik asit)
polikaprolakton

poli (N-izopropilakrilamid)
Gliserol Monostearat

Mono Gliserit

Potasyum

Kalsiyum

Hidrojel Sistemi Igerisinde Organojel
Organojel Sistemi Igerisinde Hidrojel
3.6-Anhidro-Galaktoz

Kappa Carrageenan

Transdermal Ilag Salim Sistemi
Reaktif Oksijen Tiirleri

Diisiik Yogunluklu Lipoprotein
Timor Nekroz Faktorii- Alfa
Dontistiiriicti Biiylime Faktorii-Beta
Kok Hiicre Faktorii

Regresyon Katsayisina

Polimerik Nanopartikiiller

Su/Yag Emiilsiyonu

Stiper Kritik Akiskan Teknolojisi
Food and Drug Administration

Hacimce Orani
Xiii



wiv:
WAE
w2:

wl:

o:

o/wl:
wl/o/w2:
TGA:
DCM:
DMEM:
DMSO:
FBS:
FTIR:
DSC:
ECM:
MTT:
PBS:
SEM:
AVA
XRD:
3B:
a-MEM:

ECM:

Kiitle -Hacim Oramn

Kiitle- Kiitle Orani

Ikinci Sulu Faz

Birinci Sulu Faz

Organik Faz

Organik Faz/1. Sulu Faz

1.Sulu Faz/Organik Faz/2. Sulu Faz
Termogravimetrik Analiz

Diklorometan

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimetil Stilfoksit

Fotal Sigir Serumu

Fourier Doniisiim Kizilotesi Spektrofotometresi
Diferansiyel Taramali1 Kalorimetre

Hiicre Dis1 Matriks
3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-Difenilterazolyum Bromiir
Fosfat Tampon Cozeltisi

Taramali Elektron Mikroskobu

Ultraviyole

X -Isim1 Kirmimi

Ug Boyutlu

Minimum Essential Medium-Alfa Modifikasyonu

Hiicre Dis1 Matriks

Xiv



1. GIRIS

Transdermal ila¢ salim sistemleri, ilacin cilt iizerinden uzun siireli ve kontrollii bir
sekilde salimini saglayan sistemlerdir [1]. Bu sistemler, ilacin oral yol ya da enjeksiyon
ile alindiginda, bireylerde goriilen kan plazma degerinde dengesizlik, sindirim
sisteminde tahris ve karacigerde ilk gecis etkisi gibi problemlerin {istesinden gelmek
amaciyla tasarlanmistir [2]. Transdermal sistemlerin avantaji, uzun siireli ve kontrollii
terapotik etki saglamasinin yani sira, ilacin yan etkilerini azaltmasi ve biyouyumlulugu
sayesinde ilag tedavisini kolaylastirmasidir. Transdermal sistemler farkli ve spesifik
katmanlardan olusan FDA onayli bantlar kullanilarak gergeklestirilir. Transdermal
bandin diger ilag dozaj yontemlerinden farki, ilacin gozenekli bir membran yapidan ya
da viicut 1sisinda eriyen bir veya cok katli yapiskan banttan agrisiz ve kontrollii bir
sekilde salinmasidir [3]. Cilt yiizeyinde yer alan lipit tabakasi, ilag molekiillerinin
gecmesini zorlastirdigi igin ilaglarin transdermal sistemlerde uygulanmasinda problem
olusturmaktadir. Bu problem, transdermal uygulamalarda jel (organojel, hidrojel, bijel)
icerisine ilacin yiiklenip, cilt {iizerine lokalize edilerek ortadan kaldirilabilir.
Organojellerin en 6nemli dezavantaji yagli ve yapiskan bir yapida olmalarindan dolayz,
cilde uygulandiktan sonra ¢ikarilmasinin zor olmasidir. Hidrofilik yapidaki hidrojeller
ise cilt lizerine transdermal olarak uygulandiklarinda, cildin lipofilik 6zelligi nedeniyle
ilacin deri igerisine saliminda yetersiz kalmaktadir. Transdermal ila¢ sistemlerinde
hidrojel veya organojel kullanildiginda ortaya c¢ikan bu sorunlarin {istesinden
gelebilmek icin yenilik¢i yaklagimlarla ikili jel sistemi olusturulmustur. Bijeller olarak
adlandrilan bu yeni jel sistemi, hidrojel ve organojelden olusan yari-kati benzeri
yapilardir. Bijeller her iki fazin dagilimina bagli olarak; hidrojel i¢inde organojel,
organojel icinde hidrojel ve bi-siirekli faz olmak tizere tlice ayrilir. Hidrojel ve
organojele kiyasla bijeller, lipofilik ve hidrofilik dogas1 geregi, ilacin ciltteki lipit
tabakasindan emilimini artirmasi, cildi nemlendirmesi ve hidrasyonunu artirmasi, cilt
yiizeyinden kolay c¢ikarilabilmesi gibi transdermal sistemler i¢in Onemli avantajlar

sunmaktadir [4].

Literatiirde su ana kadar yapilan caligmalarda bijellerin gida, kozmetik ve farmasotik
uygulamalarda kullanildiklar1 gozlenmistir. Ilgili literatiir incelendiginde bijellerin
hidrojel fazinin agar, hidroksipropil metil seliiloz, sodyum aljinat, jelatin, ke¢iboynuzu

zamki ve karragenan, metoksil pektin, guar sakizi, akasya sakizi, ksantan sakizi,
1



hidroksipropil metil seliiloz, karbopol, polivinil pirolidon (PVP) ve polivinil alkol’dan
(PVA); organojel fazinin ise stearil alkol, bal mumu, stearik asit, fiime silika, gliseril
stearat ve polikozanol, aygicek yagi, soya fasulyesi yagi ve Kkaprilik asit/ kaprik

trigliserid olarak seg¢ildigi sistemler mevcuttur [5].

Onerilen tez kapsaminda bijelin organojel kismini Aloe vera yag: olustururken hidrojel
kismin1 k-carrageenan ve Aloe vera jeli olusturmustur. Aloe vera yagi antibakteriyel,
antioksidan, antikanser ve yara iyilestirici 6zellikleri nedeniyle, x-carrageenan ise

hidrofilik, biyouyumlu ve biyobozunur olma 6zellikleri nedeniyle segilmistir [6].

Yiizey Ozellikleri, boyutlar1 ve ilag yiiklenmesindeki kolayliklar1 nedeniyle
nanopartikiiller, ilag salimi uygulamalarinda ¢ok sik kullanilan malzemeler haline
gelmektedir. Nanopartikiiller olusturulurken dogal ve sentetik polimerlerden
yararlanilmaktadir. Ila¢ saliminda kullanilan dogal polimerlere kitin, seliiloz, kollajen
ornek olarak verilirken, sentetik polimerler, poli(laktik asit) (PLA), poli(etilen) (PE),
poli(stiren) (PS), poli(gilikolik asit) (PGA) ve poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)
seklinde orneklendirilebilir. Bu ¢alismada PLGA nanopartikiilleri, biyouyumlu, FDA
onayli, biyobozunur ve kapsiillenmis ilacin biyoyararlanimim1 saglayan &zellikler

tasidig1 icin secilmistir [7].

Melatonin, anti-inflamatuar, antioksidan ve viicut homeostazini saglama gibi 6nemli
ozellikleri olan bir hormondur. Gelistirilen bijel bazli salim sisteminin etkinliginin
model ila¢ olarak sec¢ilen melatonin ile belirlenmesine karar verilmistir. Melatonin
amfifilik olmanin yami sira, memeliler, bakteriler, bitkiler ve omurgali/ omurgasiz
hayvanlarda bulunabilen bir nérohormondur. Melatonin salimi 6n hipotalumusun
suprakiazmatik c¢ekirdegi olan merkezi sirkadiyen ritim ireticisi tarafindan
diizenlenmektedir. Karanlik, melatonin sentezini tesvik ederek plazma igerisine salimini
tetiklemektedir. Bu benzersiz 6zellik melatonini, canlimin fizyolojisini gilinliik ve
mevsimsel isteklere uygun sekilde zamanlayan bir es zamanlayiciya doniistiirmektedir
[8]. Melatonin oral olarak alindiginda diisiik biyoyararlanima, kisa eliminasyona ve
midede yan etkilere neden olmasindan dolay1 [9] gelistirilecek bijel bazli transdermal

sistem i¢in uygun bir ila¢ oldugu diisiiniilerek secilmistir.

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda sistematik bir planlamayla oncelikle Aloe vera-k-
carrageenan ikili jel sisteminin hazirlama kosullar1 (hidrojel/organojel oranlari,

karistirma hizi, sicaklik, karistirma siiresi, vb.) belirlenmistir. Ardindan, iiretilen,
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bijellerin kimyasal yapilar1 ve morfolojik ozellikleri karakterize edilmistir. Hidrojel,
organojel ve bijellerin morfolojik 6zellikleri 151k mikroskobu, kimyasal yapilar1 Fourier
dontisimliit.  kizilotesi  1smm1 (FTIR)  spektrofotometresi,  kristalinitesi ~ X-151n1
difraktometresi (XRD), 1sisal oOzellikleri ise termogravimetrik analiz (TGA) ve
diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) analizleri ile, akis 6zellikleri ise reolojik analiz
ile belirlenmistir. Bijellerin karakterizasyon calismasi gercgeklestirildikten sonra ilag
salimi i¢in PLGA nanopartikiillerin iiretimi yapilmis ve partikiillerin yapisal 6zellikleri
belirlenmistir. Son asamada ise, bijellere dahil edilen melatonin yiikli PLGA
nanopartikiilleri ile melatonin yiikli bijellerin salim davranigi karsilastirmali

incelenerek uygun salim 6zelliklerine sahip bijel 6nerisinde bulunulmustur.



2. GENEL BIiLGILER

Tezin bu kisminda, tez ¢alismasinin temelini olusturan literatiir bilgisi 6zetlenmistir.
Literatiir ozeti genel olarak dort kisma ayrilmig olup ilk basta jeller ve jellerin
ozelliklerinden sdz edilmistir. Ikinci kisimda, hidrojel, organojel ve bijellerin &zellikleri,
avantajlar1 ve uygulama alanlar1 ayrintili olarak acgiklanmustir. Uciincii kisimda, «-
carragenan, Aloe vera ve melatoninin kimyasal yapilari tanimlanarak kullanim
alanlarina deginilmistir. Son kisimda ise kontrollii ila¢ salim sistemleri, transdermal
uygulamalar1 ve salim sistemi olarak kullanilan polimerik nanopartikiiller hakkinda

bilgi sunulmustur.

2.1. Polimerik Jeller

Jel terimi jelatin kelimesinden tiliretilmistir ve Latince’de “donmus” anlamina gelen
‘gelu’ kelimesinin kokenine dayanmaktadir. Jel terimi ilk olarak 18.yy’da kimyager ve
kimya miihendisleri tarafindan yar1 kati malzemeleri siniflandirmak amaciyla
kullanilmigtir [1]. Almdal ve ark. (1993) [10] en az iki bilesenden olusan ve bu
bilesenlerden birinin sivi oldugu yumusak maddeleri jel olarak adlandirmislardir.
Bilesenlerden digeri ise polimer olup sivi bilesen icerisinde kovalent ve kovalent
olmayan baglar ile li¢ boyutlu aglar olusturarak jel yapisin1t meydana getirmektedir. Jel
yapilar1 polimerleri i¢erdigi i¢in polimerik jeller olarak da adlandirilmaktadir. Polimerik
jeller bir ya da daha fazla polimerden olusan yar1 kat1 yapilar olarak tanimlanmaktadir
[11]. Polimerik jellerde, jel matrisinin sivi ortamda ¢oziinmeyip sisme Ozelligi

gostermesi, jelin ag yapisina viskoelastik 6zellik kazandirmaktadir [12].

2.1.1. Polimerik Jellerin Ozellikleri

Polimerik jeller, genis molekiil agirligina sahip, ¢6ziicii igerisinde ¢ézliinmeden yliksek
oranlarda tersinir olarak sisme ve biizlilme 6zelligi gosteren yapilardir. Sicaklik, pH,
basing gibi dis uyaranlara duyarli davranis gostermesi [12], psddoplastik reolojik
davranis1 ve yiiksek oranda su tutma kapasitesi polimerik jellerin en Onemli
ozellikleridir [13]. Bu o&zellikler, polimerin yapisi, polimer matrisin tiirii ve g¢apraz
baglanma derecesi gibi birgok faktore baglhdir. Ornegin; yiiksek oranlarda ¢apraz bag
iceren jel yapisi, zayif sisme Ozelligi gosterebilir. Ayrica jel i¢erisinde ¢apraz baglama
yogunlugu, polimerik jelin viskoelastik 6zelligini etkilemektedir. Yiiksek oranlardaki

capraz bag, giiclii elastik ve kayip modiiliine sahip sert malzemeler olusturmaktadir.
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Boylece istenilen Ozelliklere sahip polimerik jeller, polimer bilesimi ve capraz bag

yogunlugu ayarlanarak sentezlenebilmektedir [12].

2.1.2. Polimerik Jellerin Siniflandirilmasi

S1vi fazin polaritesine gore polimerik jeller “organojeller” ve “hidrojeller” olarak ikiye
ayrilmaktadir. Bu 2 tiir jelin bilesiminden olusan jeller ise “bijel” olarak
adlandirilmaktadir. Polimerik jeller ayrica ¢apraz baglama durumuna gore fiziksel,
kovalent c¢apraz bagli jeller ve i¢ ice gegmis ag (IPN) jelleri olarak da
siniflandirilmaktadir. Polimerik jellerin karakteristik 6zellikleri, avantajlart ve kullanim

alanlan Cizelge 2.1.’de 6zetlenmistir.



Cizelge 2.1. Polimerik jellerin karakteristik 6zellikleri, avantajlar1 ve kullanim alanlar1 [13].

Jel Tiirii Karakteristik Ozellikleri Avantajlar Kullanim Alanlar
Hidrojel -Yiiksek oranlarda su ya da biyolojik | -Biyouyumlu ve toksik olmamasi. -Egzama tedavisi uygulamalari.
EkISk?nlanh'd atf’_sif)liplayali}len u‘f -Hidrojel igerisine canli hiicrelerin alinmasi ile in | -Cilt yenileme uygulamalari.
oyutlu - hidrolilik —polimer ag | vivo jelleyme gostemesi. -Sag ve viicut bakim {iriinii uygulamalar.
yapisina sahip olmast. . e . e
3 .| ~Ciltte kolayca yayilabilir ve su ile yikanabilir | _yara ve yara izi iyilesmesi uygulamalart.
-Yikksek su tutma Kkapasitesi, | glmas
yumusaklik ve esneklik  Szelligi ' -Pansuman ve dis malzemesi olarak uygulamalari.
gdstermesi. -Hiicre iskeleleri, cerrahi yapistiricilar kontrollii salim
saglayan ilag tastyicilart olarak uygulamalart mevcuttur.
Organojel | -Polar olmayan organik sivimn | -Lipofilik bilesenler igin transdermal ilag salim | -Cilt bakimi iiriinii uygulamalari.
orgz}npj elator kullar.nlaralf .te.rmo sistemi olarak kullanilmast. -Yara iyilestirici tedavi uygulamalart.
tersinir 3 boyutlu jel ag1 1gimde -Lipofilik dogasindan dolay1 stratum cormeumda | _jla¢ tagryicist olarak uygulamalari.
hapsolmasi ile ortaya ¢ikan dagilim ilag penetrasyonunu artirmast.
ortamidir ) -Transdermal ve parenteral uygulamalar.
‘ -Termo tersinir olmasi. . .
-Organojelatorler: Digiik molekiiler . . . . . -Biyoadezyon ajanlar olarak kullanimlart.
S . N - -Mikrobiyal enfeksiyonlara direngli olmasi.
agirhigina sahip ya da yagda ¢oziinen ] o i ; -As1 uygulamalar1 mevcuttur.
polimerlerdir. -Viskoelastisik 6zellik gdstermesi.
Bijel -Yiizey aktif ajanlar olmadan | -Kolay elde edilebilir olmasi. -Nemlendirici ve bakim iiriinleri uygulamalari.

hidrojel ve organojelin birlestirilmesi
ile olugan yar1 kat1 sistemlerdir.
-Bagimsiz jelatorler ile stabilize
edilen birbiri ile karigmayan her iki
fazi igermektedir.

-Cilt tahrigini azaltmasi.

-Fiziksel stabilite saglamasi.

-Cilt boyunca ilag penetrasyonunu artirmasi.
-Hem su hem de yag fazi igermesi.

-Cilt derinliklerine kadar
saglamasi.

uygulama avantaji

-Serinletici etkiye sahip olmasi.
-Su ile yikanabilir ve ciltte yayilabilir olmasi.

-Metronidazol, Sikloproksolamin, Diltiazem hidrokloriir
gibi antibiyotiklerin tastyicist olarak kullanimlari.

-Analjezik ve anti-inflamatuar etkisi mevcuttur.




2.1.3. Hidrojel

Hidrojeller, yapilarindaki hidrofilik gruplarin varligi sayesinde yiiksek oranda su ya da
viicuttaki biyolojik sivilart absorplama yetenegine sahip, suda ¢ézlinmeyen ii¢ boyutlu
polimerik aglardir. Hidrojellerin ana polimer zincirinde yer alan hidrofilik fonksiyonel
gruplar, hidroksil (OH-), karboksil (COOH-), amin (NH,) ve siilfat (SO3H-) gruplaridir.
Polimerik hidrojeller, fiziksel ¢apraz baglama, kimyasal ¢apraz baglama ya da her iki
capraz baglama tliriniin birlestirilmesi ile olusturulabilmektedir [14]. Sekil 2.1.’de

hidrojellerin yapis1 gosterilmektedir.

Agboyutu
Qe
Kimyasal bag \
’ \ Birlesme
Capraz bag (riksel)
(fiziksel)

Sekil 2.1. Hidrojel yapis1 [15].

Hidrojel Ozellikleri

Hidrojeller, kimyasal olarak degismeyen, kararli yapidaki sistemlerdir [16].
Hidrojellerin, biyouyumluluk, biyobozunurluk, gelismis mekanik 6zellikler, farkli
uyaranlara kars1 duyarlilik, hidrofobik ve hidrofilik terapotik bilesiklerle kolay bir
sekilde konjuge olma yetenegi gibi 6nemli Ozellikleri bulunmaktadir [17]. Ayrica
hidrojeller 3 boyutlu (3B) doku ortamlarini taklit etmesi, esnek ve yumusak olmasi,
diisiik immiinojenitesi sayesinde biyomedikal uygulamalarda siklikla tercih
edilmektedir [18]. Hidrojellerin mukoadezyon ve biyoadezyon ozelligi ilag

uygulamalarinda ilacin alikonma siiresini artirmaktadir [17].

Hidrojellerin Siniflandirilmasi

Hidrojeller, polimer zincirleri arasindaki etkilesimlerine gore fiziksel capraz bagh ve

kimyasal capraz bagl hidrojeller olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.



Fiziksel capraz bagl hidrojeller, van der Waals kuvvetleri, hidrojen baglar1 ve diger
molekiiler aras1 kuvvetler ile elektrostatik etki sonucu olusurken; kimyasal ¢apraz bag
ile olusmus hidrojeller, polimer zincirleri arasinda kovalent baglar igermektedirler [13].

Sekil 2.2.’de hidrojellerin siniflandirilmasi ayrintili olarak seklinde gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Hidrojellerin farkli 6zelliklerine gore siniflandirilmasi [15].

Hidrojeller kaynaklarina gore dogal ve sentetik hidrojeller olmak iizere iki smifa
ayrilmaktadir. Dogal hidrojeller, dogal polimerlerden elde edilen polimerik jellerdir.
Dogal polimerler, polisakkaritler ve proteinleri iceren bilesiklerdir. Dogal polimerler
olarak polisakkaritler ve proteinlerin biyouyumluluk, enzimatik bozunma, yiiksek
dayaniklilik gibi 6nemli 6zellikleri mevcuttur. Biyomedikal uygulamalarda kullanilan
dogal polimerler ve polisakkaritlere kappa carragenan, aljinat, kollajen, fibrin, jelatin,
seliiloz, nigasta, dekstran ve kitin ornek olarak verilebilir [14]. Sentetik hidrojeller,
polietilen glikol (PEG) ya da poliamidler gibi sentetik polimerlerden elde edilmektedir.
Poli(vinil alkol) (PVA), PEG, poli(laktik asit) (PLA), poli(laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA), polikaprolakton (PCL) ve poli (N-izopropilakrilamid) (PNIPAM) hidrojeller
icin en yaygm kullanilan sentetik polimerlerdir. Ancak dogal polimerler, yiiksek
biyouyumlulugu ve biyobozunurlugu sayesinde biyomedikal uygulamalarda sentetik

polimerlere gore daha ¢ok tercih edilmektedir [19].



Hidrojellerin Uygulama Alanlar1

Hidrojeller, oral, nazal, transdermal ve rektal sistemlerde ilag salimi i¢in uygun

tagtyicilardir. Hidrojellerin uygulama alanlar1 Sekil 2.3.’deki gorsel ile 6zetlenmistir.

b3l
‘ o

T Tlag Kapsiiasyonu
Transdemmal \ /
Uygulamalar A\ {
' -~ HIDROJELLFR — - g \ /'
Kontakt Lens

Mide-Barsak
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- |
- s > ¢
‘: - [ B (
"_ Doku Iskeleleri

Sekil 2.3. Hidrojellerin kullanildig: farkli uygulama alanlar1 [20].

2.1.4. Organojel (Oleojel)

Organojeller, organik siv1 fazin, ¢apraz baglanmis jelator liflerinden olusan 3 boyutlu ag
ile hareketsiz hale getirildigi yar1 kat1 sistemlerdir. Bu ag sistemi, molekiiler agirligi
diistik organojelatorlerden, polimerik organik jelatorlerden ya da kovalent bagli polimer
aglarindan olugsmaktadir [1]. Organojeller siirekli faz olarak organik sivi fazin disinda,
bitkisel yag ya da mineral kullanilarak da olusturulabilir. Organojelleri olusturmak i¢in
organojelatorler ya da ¢oziiciiler kullanilmaktadir [21]. Literatiirde organojelleri
olusturmak i¢in kullanilan jelator ve c¢oziicl tirleri Cizelge 2.2.°de gosterilmistir.

Organojellerin olusumu ile ilgili gorsel Sekil 2.4.te gosterilmektedir.



Cizelge 2.2. Farkli organojelator ve ¢oziiciilerden elde edilen organojel tiirleri [1].

Organojel Jelator Tiirii Organojelator icerdigi Bag Organik Sivi Faz
Tiirii
Fiziksel Molekiil agirligi diisiik | N-stearoil ~ L-alanin  metil | van der Waals etkilesimleri ve Hidrojen Aspir yag1.
Organojeller | jelator. ester/N-behenoil L-tirozin basl
metil ester. aghart.

Molekiil agirligi disiik | Uzun zincirli seramidler ve | Hidrojen bag. Kanola yagi.

jelator. stearik asit.

Molekiil agirhgi diisik | Monogliseritler ~ (MO)  ve | Elektrostatik etkilesimler. Propilen glikol.

jelator.

Polietilenimin (PEI).

Polimerik organik | Poliliretan. Hidrojen bagi ve hidrofobik etkilesimler. | 1,3 — Propandiol.
jelator.
Polimerik organik | Protein. Protein-ligand  baglama ve solvent| Etilen glikol.
jelator. degisimi.
Kimyasal Oligomer/polimer PDMS/politiretan ~ kauguklar | Sertlesme reaksiyonu. Krytox/Bitkiselyag/ Morina karacigeri

Organojeller

jelator.

(PU)/florlu poliiiretan polioller
(FPU)/perfloropolieter (PFPE).

yag1/Aspir yagi.

Monomer ve polimer
jelator.

Akrilamid ve polivinilpirolidon
(PVP).

Polimerizasyon ve hidrojen bagi.

Etilen glikol.

Oligomer/polimer
jelator.

Polietilen glikol) metil eter
metakrilat, glisidil metakrilat
ve PDMS.

Polimerizasyon.

PEO ve PDMS'den olusan amfifilik
yag.
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Jelator

OO

5

Oleojel

Sekil 2.4. Organojel olusumu [22].

Organojellerin Ozellikleri

Organojeller, jelator molekiilleri arasinda fiziksel etkilesimlerle olusan 3 boyutlu yapilar
olup termo tersinirlik, viskoelastiklik, 1sisal kararlilik ve biyouyumluluk gibi 6nemli
ozelliklere sahiptirler [23]. Organojeller jellesme sicakliklarinin iizerinde 1sitildiklarinda
fiziksel bozunmaya ugrarlar, sogutulduklarinda ise kararl kati1 benzeri yapilarina geri
donerler [21]. Bu ozellik organojellerin termo tersinir oldugunu gostermektedir.
Organojeller diisiik kayma hizlarinda yar1 kati gibi davranirlar ve elastik davranis
gosterirler. Kayma hizi arttikga jelator molekiilleri arasindaki fiziksel etkilesimler
ortadan kalkar ve organojeller akiskan duruma gecgerek viskoz akis davranisi sergilerler
[23]. Bu durum organojellerin reolojik agidan viskoelastik Ozellige sahip oldugunu

gostermektedir [21].

Organojellerin Siniflandirilmasi

Organojelleri olusturmak i¢in kullanilan organojelatorler, diisiik molekiil agirlikli
organojelatorler ve polimerik organojelatorler olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Diisiik
molekiil agirlikli organojelatorlerin kendi kendine birleserek olusturduklari agregatlar
fiziksel etkilesimler ile fiber aglar1 meydana getirmektedir. Olusan fiber ag yapisi

kinetik 6zelliklerine gore kat1 fiber ag ve sivi fiber ag olarak ikiye ayrilmaktadir.
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Polimerik organojelatdrler ise ¢apraz bag ya da i¢ i¢e gegmis ag yapi (IPN) olusturarak
organik coziiciiyii hareketsiz hale getirmektedir. Organojellerin siiflandirilmas: ile

ilgili gorsel Sekil 2.5.’te 6zetlenmektedir.

‘ Organojeller |

| Organojelatdr I

| Moleliler Agirhig Dusiik Jelatsr | | Polimerik Jelator |

| Molekdilerarass Etkilegim Tiiri | | Moleldileraras: Etkilesim Tiiri |

Fiziksel | Fiziksel | | Kimyasal |

Capraz ¢ Ipe Gegmis
Bagls Matris Matris

| KauLifMatris | | SwviLif Matris |

Sekil 2.5. Organojellerin siniflandirilmasi [24].

Organojellerin Uygulama Alanlari

Organojeller, kozmetik ve farmasotik uygulamalarda kullanilirlar. Kozmetik alanda
sampuan, sprey, dis macunu ve sa¢ bakim iiriinlerinde kullanilmaktadirlar. Farmasoétik
uygulamalar ise transdermal, oral, parenteral ve oftalmolojik ila¢ salim sistemlerini
kapsar. Oftalmolojik alanda kullanilan organojellere 6rnek olarak lesitin tabanli
organojeller verilebilir. Bu jellere eklenen ilaglar, okiiler tabakayi etkilememekle
birlikte kontrollii ve uzun siireli salim gosterirler. Enjekte edilebilen L- alanin tabanli
organojeller ise makromolekiiler biyoaktif maddelerin salimi igin parenteral
uygulamalarda kullanilmaktadir. Organojeller lipofilik 6zellige sahip olduklarindan
dolayr stratum korneum tabakasi i¢in bariyer gorevi gormektedir. Bu jellerin tahrige
neden olmamasi ve hizli emilimi saglamasindan dolayr transdermal ve dermal
uygulamalarda kullanilmasinin yan1 sira kanser ve diyabet gibi hastaliklarda da topikal
tedavi amaciyla uygulandigi goriilmektedir [25]. Ayrica organojellerin kirlenme ve

buzlanma onleyici, gida ve ilag salim1 uygulamalar1 da mevcuttur.
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2.1.5. Bijel

Bijeller, diger jel tiirleri ile karsilastirildiginda oldukga yeni bir tiir olarak karsimiza
cikmaktadir. Gorsel olarak bakildiginda, tek bir jel gibi goriinen, iki jel fazin yiiksek
karistirma hizinda birlikte karigtirildigr diizgiin yar1 katt dagitim sistemleridir. Hu ve
ark. (2015) [26] birbiri igerisinde karisan iki farkli jelin birlesimini bijel olarak
adlandirmislardir.  Bijellerde bulunan ikili jeller hidrojelatér ve organojelator
kullanilarak ayr1 ayr1 hazirlanmaktadir. Bijeller, kolloidal jel ya da hidrojel ve organojel
karigimi olarak olusturulabilmektedir [27]. Bijellerin olusturulmasi ile ilgili gorsel Sekil

2.6.’da gosterilmektedir.

QOrz=nojelator

=
e

Hidrojelatis Su

Organojel Hidrojel

=%

Organojel Sentezi

Sekil 2.6. Bijellerin olusturulmasi [28].

Bijellerin Ozellikleri

Bijeller, ilag ve kozmetik sistemler gibi farkli uygulama alanlarinda kullanilan yari-kati

sistemlerdir.



Her iki faza ait 6zellikleri tagimasi, bijellerin hidrojel ya da organojellere kiyasla daha
istiin Ozelliklere sahip olmasini saglamaktadir. Bijellerin, transdermal sistemlerde ilag
gecirgenligini artirma, uygulamalardan sonra su ile temizlenebilme, nemlendirme ve
serinlik etkisi yaratma, stratum korneum tabakasindaki hidrasyonu artirma ve ilag salim
hizin1 kontrol etme yetenegi gibi bircok dnemli 6zelligi bulunmaktadir. Bijeller, kolay
hazirlanmalar1 ve yiizey aktif madde bulundurmamalari nedeniyle emuljel, hidrojel ve
organojellere gore avantajlidir. Emuljeller, kararli bir yapida olmadiklar1 igin
emiilsiyonlarda zamanla kremlesme ve faz ayrimi goriilmektedir. Hidrojeller, su ile
kolayca yikanabilir olmasi ve serinlik etkisi saglamasindan dolayi hasta ile uyumlugunu
artiran bir jeldir, ancak sadece hidrofilik ilaglar i¢in tasiyici olabilir ve cilt gegirgenligi
tizerinde smirli Ozellige sahiptir. Organojeller lipofilik ilaglarin salimi i¢in uygun
tasiyict sistemlerdir. Fakat ciltte yaglh bir his birakirlar ve mekanik 6zellikleri zayiftir.
Emuljel, hidrojel ve organojellerdeki bu dezavantajlarin iistesinden gelmek i¢in bijeller
tiretilmistir. Bijellerin, hidrojel, organojel, emuljel ve kremlere gore en 6nemli avantaji
yiiksek kararliliga sahip olmasidir. Bijeller, hidrojel ve organojel olmak iizere her iki
fazi1 da bulundurdugu i¢in hem lipofilik hem de hidrofilik ilaglarin gegirgenligini
artirmaktadir. Ayrica cilde kolay bir sekilde niifuz ettiklerinden dolay: transdermal ve
topikal ilag salim uygulamalarinda siklikla tercih edilmektedir. Bijeller, emuljel,
organojel ve hidrojellere gore daha iyi mekanik 6zelliklere sahiptir. Hidrojelde bulunan
hidrojen baglarinin varligi, bijellere sikilik ve sertlik vermesi bakimindan énemlidir. Bu
nedenle hidrojel miktarinin azalmasi durumunda bijellerin sertliginde de azalma
meydana gelmektedir [28]. Buna karsin literatiirde, bijellerin mekanik karakteristikleri
tizerinde organojel miktarinin da etkili oldugu bildirilmistir. Daha fazla organojel
icerigine sahip bijellerin, diisiik oranda organojel iceren bijellere kiyasla daha iyi

yapiskanlik ve sertlik gosterdigi de gozlenmistir.

Bijellerin fiziksel ozellikleri ila¢ wuygulamalarinda bazi Onemli parametreleri
tanimlamaya yardimci olabilir. Bu parametreler, kayma hizinin bir fonksiyonu olarak,
bijel sistemlerinin viskozitesi ve sisme davranisi olarak gosterilebilir. Ornegin bijellerin
az miktarda kullanilmasi halinde cilt {izerinde maksimum dagilmay1 saglayarak kolay
bir sekilde yayilabilmesi ve cilt iizerinde ince tabaka olusturacak sekilde uygulanmasi
bijel formiilasyonlarinin kayma incelmesi (viskozitenin azalmasi kayma hizinin artmasi)
davranigin1  gostermektedir. Bijellerin bu 06zelligi aktif bilesenlerin transdermal

emilimini gelistirmesi agisindan dnemlidir.
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Bijellerin sahip oldugu bu 6zellikler onlar1 farmasotik, kozmetik ve gida sistemleri gibi

farkli uygulama alanlarinda yaygin kullanilan malzemeler haline getirmektedir [29].

Bijellerin Sitmiflandirilmasi

Bijeller, organojel ve hidrojelin dagilimi sonucu yapisal olarak, hidrojel sistemi
icerisinde organojel (w/0), organojel sistemi i¢erisinde hidrojel (o/w), bi-siirekli bijel ve

kompleks bijel olmak iizere dort kategoride siniflandirilmaktadirlar.

Sekil 2.7.a.’da hidrojel icerisine organojel eklenerek olusturulan bijel sistemi, Sekil
2.7.b’de ise organojel igerisine hidrojel eklenerek olusturulan bijel sistemi Sekil 2.7.’de

gosterilerek sematize edilmistir.

(a) (b)

<

Organojel

Hidrojel

— =

Hidrojel Hi(!rojcl igerisinde Organojel Organojel igerisinde
dagilan organojel dagilan hidrojel

Sekil 2.7. (a) Hidrojel icerisine organojel eklenerek olusturulan bijel sistemi (b)

Organojel igerisine hidrojel eklenerek olusturulan bijel sistemi [27].

Bi-stirekli faz sistemi, her iki fazin sirekli faz (dagilim fazi) olarak davrandigi
sistemlerdir. Hidrojel igerisine organojelin eklendigi sistemlerde organojel oraninin
kritik smir tizerinde artmast sonucunda kiiresel olmayan diizensiz sekiller olusur. Bu
durumda hidrojel fazina yag sizintis1 gergeklesir. Hem yag fazi hem de su fazi siirekli
faz bolgesinde yer alir. Organojel igerisine hidrojelin eklendigi sistemlerde ise hidrojel
oraninin artmast ile kiiresel olmayan diizensiz sekiller olusur. Bu durumda organojel
fazina su s1zintis1 olusur. Sonug olarak her iki faz siirekli faz bolgesinde bulunur. Boyle

sistemlere bi-siirekli faz sistemi denilmektedir [30].

Kompleks bijeller, su i¢inde yag/yag icinde su yapili bir emiilsiyona organojel veya
hidrojel eklenerek tiretilen bijel sistemleridir [27]. Kompleks bijel sistemi Sekil 2.8.’de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.8. Kompleks bijel sistemi [31].

Bijellerin Uygulama Alanlar

Literatiirde bijel sistemlerinin ilag salimi ve kozmetik alanlarinda kullanildigi
goriilmektedir. Bijellerin yayilabilirlik, serinleticilik, yumusaticilik ve nemlendiricilik
gibi 6nemli 6zelliklere sahip olmasi onlari transdermal uygulamalarda tercih edilen bir
sistem haline getirmektedir. Bijel sistemleri kullanilarak tenofovir, siprofloksasin,
metrodinazol ve dilitazem hidrokloriir i¢eren farkli ilaglarin kontrollii bir sekilde
salindig sistemler gelistirilmistir. Andonova ve ark. (2017) ketoprofen yiiklii polimer
tagtyicilart bijel sistemler igerisine dahil etmis ve dermal uygulamalar agisindan ilag
fotostabilitesi ile kontrolii salimin daha iyi ve giivenli oldugu bijel formiilasyonlari elde
etmislerdir [32]. Sonug¢ olarak bijellerin 6zelliklerinin ilag salimi uygulamalarinda da

etkili oldugu goriilmektedir.

Cizelge 2.3.te bijellerin farkli uygulama alanlarinda kullanildig: literatiir ¢aligmalari

gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Bijellerin uygulama alanlarina yonelik literatiirde yer alan ¢alismalari.

Organik Faz Sulu Faz Uygulama Referans

Span 60, kolesterol, silisik asit bazli organojel. Karbopol 934 bazli hidrojel. Organojelin nemlendirici etkisi. [33]

Sorbitan monostearat-badem yag1 bazli organojel. Propilen glikol, etanol ve aritilmig suda Topikal uygulamalarda nemlendirme etkisinin gosterilmesi. [34]
¢oziilen Karbopol 940 hidrojel.

Sorbitan monostearat-susam yagi bazli organojel. Guar zamki bazli hidrojel. Iyontoforetik ilag salim sistemlerinde kullanim. [35]

Soya fasulyesi yaginda organojelator olarak Span 60, setil | Hidroksipropil-metilseliiloz (HPMC) bazli Transdermal ilag salimi uygulamalari. [36]

alkol veya lesitin-pluronik igeren organojel. hidrojel.

Stearik asit-soya fasiilyesi ve susam yagi temelli Jelatin hidrojel. Siprofloksasin ilacinin in-vitro salimi uygulamalar. [37]

organojel.

Aygicek yagi-span 40 organojel. Dogal sakiz bazli hidrojeller. Kontrollii ilag salim1 uygulamalari. [38]

Balik yag1 organojel. Karbopol hidrojel. Geligmis antitiimor etkileri, timor ilerlemesini azalttt ve cilt [39]

kanserine karsi artan antitiimor aktivitesinin incelenmesi.

Sizma zeytinyaginda organojelator olarak polikosanol ve LM pektin hidrojel. Kozmetik ve farmasotik uygulamalar. [40]

emiilgator olarak gliseril stearat iceren organojel.

Balik yagi organojel. Dogal (sodyum aljinat) ve sentetik Topikal ve transdermal ilag¢ salimi uygulamalari. [4]
(hidroksipropil metilseliiloz) polimer hidrojel.

Stearil alkol organojel. Agar hidrojel. Kontrollii ilag salim1 uygulamalari. [30]

S1gir serum albiimini organojel. Jelatin hidrojel. Tlag salim1 ve doku miihendisligi uygulamalari. [41]
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2.2. Carragenan

Carragenan, jel yapisi olusturabilme 6zelliginde olup, polisakkarit ailesinin genel bir
adidir. Kirmizi deniz yosunlarindan (Rhodophyceae) ekstrakt yontemi ile elde
edilmektedir. Bu 6zel deniz yosunu tipi, Atlantik okyanusuna yakin Britanya, Avrupa
ve Kuzey Amerika’da yaygindir. Besin degerine sahip olmayip, anti-inflamatuar etki

i¢in t1ip alaninda ve ilag¢ uygulamalarinda siklikla tercih edilmektedir.

2.2.1. Carragenan Tiirleri

Carragenanlar, %22 ila %35 siilfat gruplar1 iceren kappa (x), iyota (1), lambda (L),
epsilon (g), mu (n) gibi cesitli tiirlerde smiflandirilmaktadir. Bu simiflandirma,
carragenanin potasyum kloriirde ¢oziinme durumuna gore yapilmaktadir. Carragenan
tiiriinlin 6zelliklerini etkileyen en temel farklilik, ester siilfat gruplarinin sayisi, konumu
ve 3.6-anhidro-galaktoz (3.6-AG) igerigidir [42]. Kappa tipi carragenan, %25 ester
stilfat igerigi ile %28- %35 3,6-AG igerigine sahiptir. lyota tipi carragenan, %32'lik
ester siilfat icerigi ile %25 ila %30'luk 3,6-AG igerigi bulundurmaktadir. Lambda tipi
carragenan, %35 ester siilfat igerigine sahip olup 3,6-AG igerigi bulunmamaktadir.
Kappa carragenanlar, iyota carragenanlardan daha yiiksek 3,6-AG igerigine sahip
olduklart i¢in kirilgan jeller olusturarak yiiksek jel kuvveti ve jellesme kapasitesi
gostermektedir. /yota jelleri daha yumusak ve daha elastik 6zellige sahipken Lambda
hibritlerinin jellesme kabiliyeti zayiftir. Cizelge 2.4.’te carregenan tiirlerinin 6zellikleri

gosterilmistir.
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Cizelge 2.4. Carregenan tiirlerinin 6zellikleri [43].

Kappa (x)

Jota (1)

Lambda (»)

-Proteinler ile giiglii
etkilesim saglamasi.

-Proteinler ile orta derecede
etkilesim saglamasi.

-Proteinler ile zay1f etkilesim
saglamasi.

-Giiglii ve kirilgan jeller
olusturmas.

-K* veya Ca** iyonlar
yardimu ile jellesmesi.

-Daha yumusak, elastik
jeller olusturmasi ancak
tamamen doniistiiriiliirse
giiclii jeller olusturmasi.

-Ca?* iyonlar1 yardimu ile
jellesmesi.

-Lambda hibritleri jellesmeyi
kalinlagtiran zayif jeller olusturmasi.

-Rafine ve yari rafine

carragenanlarda bulunmasi.

-Rafine ve yari rafine
carragenanlarda bulunmasi.

-Yalnizca rafine carragenanlarda
bulunmasi.

-Kararl1 ¢dziinme
gergeklestirmesi.

-Kappa ile iyi etkilesim
saglamasi.

-Kararli ¢6ziinme
gerceklestirilmesi.

-Kararli ¢oziinme gerceklestirmesi.

-Coziinmek igin 181 —
sogutma jeli formlarinda
bulunmasi.

-Cozlinmek igin 1s1- sogutma
jeli formlarinda bulunmasi.

-Sogukta ¢ozliinme durumu goriilmesi.

-Termo tersinir olmasi.

-Termo tersinir olmasi.

-Termo tersinir olmamasi.

2.2.2. Carragenan Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Carragenan Kimvasal Yapisi

Carragenan, %15 ila %40 ester siilfat icerigine ve 100 kDa'nin olduk¢a iizerinde
ortalama molekiiler agirliga sahip olan siilfatlanmig bir poligalaktandir. D-galaktoz ve
3.6-AG birimlerinin a-1,3 ve B-1,4-glikozidik baglar ile birlestirilmesiyle olusturulur.
Kimyasal bilesimine bakildiginda, galaktoz kalintilarindan olusan hidrokolloid yapida
olup, normal pH araliginda negatif yiik gosterir. Diisiik pH durumunda, (pH < 3.0)
glikozidik baglarin hidrolizi ile siilfatazlarla desiilfasyon ger¢eklestirir [42]. Carragenan,
coklu biyolojik aktiviteleri sayesinde antikoagiilan, antiviral, immunomodiilator,
antitimor ve antitrombotik ajan olarak kullanilabilir. Ek olarak biyouyumluluk,

biyobozunurluk, su tutma kapasitesi ve jellesme 6zelligine sahiptir [44].

Carragenan Fiziksel Yapisi

Polimer zincirindeki seker birimlerinin konformasyonuyla birlikte kaplanmis katyonlar,

carragenanlarin fiziksel 6zelliklerini belirlemektedir.
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Ormegin kappa ve iyota carragenanlar kalsiyum ve potasyum iyonlarinin varliginda jel
formuna gelirken lambda carragenanlar jel olusturmamaktadir. Carragenanlar asit
katalizli hidroliz yoluyla depolimerizasyona duyarlidirlar. Carragenanlar, yiiksek
sicaklikta ve diisik pH degerinde hizli bir sekilde tamamen islevselligini
kaybedebilirler. Carragenanlarin farkli uygulama alanlarindaki iglevi, genellikle reolojik
ozelliklerine baghdir. Carragenanlar, lineer, suda ¢oziiniir polimerler olarak oldukca
viskoz sulu ¢ozeltiler olusturmaktadir. Carragenanlarin viskozitesi, konsantrasyon,
sicaklik, carragenan tiirii ve molekiil agirligi gibi parametrelere baglidir. Ornegin;

viskoziteleri konsantrasyonla artarken, sicaklik ile azalmaktadir.

Carragenan Uygulama Alanlari

Carragenanlar gida, ilag ve biyomedikal gibi birgok uygulama alanlarinda
kullanilmaktadir. Stabilize etme yetenegi, jellestirici, emiilsifiye edici ve koyulastirict
ajan gibi fiziksel ve fonksiyonel 6zelliklerinden dolayr genellikle gida uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Ayrica, yangin sondiirme kopiikleri ve oda spreyi jelleri olarak da
kullanilmaktadirlar. Carragenanlar dayaniklilik, biyouyumluluk ve viskoelastisite gibi
ozellikleri nedeniyle kontrollii ve uzun siireli ilag salim uygulamalarinda siklikla
kullanilmistir. Son yirmi yilda yapilan ¢aligmalarda, carragenanlarin immiinomodiilator,
anti-timor, antikoagiilan aktivite ve anti-hiperlipidemik gibi ¢esitli 6zelliklere sahip
olduklar1 belirlenmis ve inflamasyon ve inflamatuar agr1 tedavisi i¢in topikal alanlarda
uygulanmalar1 glindeme gelmistir. Carragenanlar giinlimiizde kontrollii ila¢ salim
sistemlerinde zayif ¢6ziinen maddelerin ¢oziinme hizlarini artiran ve antioksidan olarak

kullanilan 6nemli polimerlerdir [45].

2.3. Kappa Carrageenan (k-CA)

k-CA, kirmizi alglerden elde edilen ve siilfatlanmis galaktan olarak bilinen suda
¢oziiniir bir biyopolimerdir. Ug-bagh B-d-galaktoz 4 siilfat ve 4-bagh 3,6-anhidro a-d-
galaktoz disakkaritlerin tekrarlayan birimlerinden olugsmaktadir [46]. Kismen
stilfatlanmis galaktanlardaki lineer zincirlerin yiiksek sicakliklarda suda ¢oziindiigi bir
polimerdir. Bu durum jel olusturmak icin yiiksek potansiyele sahip oldugunu

gostermektedir. Sekil 2.9.’da k-CA yapis1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.9. k-CA yapist [47].

k-Carragenan (k-CA) Ozellikleri

k-CA, ¢Oziniirliik 6zelligine sahip bir polimerdir. Kappa molekiilleri ¢oziinmek igin
1stya ihtiyag duymaktadir. x-CA, diger carragenan tiirlerinden daha fazla 3,6 AG
icerigine sahip oldugu icin yiliksek jellesme kapasitesi ile giicli ve kirilgan jeller
olusturmaktadir. k-CA, iyota jelleri ya da kalsiyum (Ca*?) ile jellesmektedir. Olusan
jelin kuvveti carragenan icerisindeki potasyum (K") ve Ca* iyonlarinin
konsantrasyonuna baghdir. Kappa jeli saf K varhiginda elastik ve yapiskan
durumdayken, Ca*? varliginda kirilgan haldedir. k-CA jelleri 1sitildiklarinda kalict bir
degisime ugramadiklari i¢in termo tersinirdir. Ayrica farkli bir jellesme ve erime
sicakligina sahiptir. Kappa jelleri, 10-200°C iizerinde erir ve soguduklarinda yeniden
jellesmektedir. Jel kuvvetine zarar vermeden 1s1 dongiisiinii gerceklestirdigi i¢in

uygulamalarda siklikla kullanilan 6nemli bir polimerdir [43].

K-Carragenan (k-CA) Uygulama Alanlar

k-CA’nin kemik ve kikirdak rejenerasyonu, ilag salimi, film ve 3 boyutlu baskilama gibi
doku miihendisligi ve biyomedikal alanlardaki uygulamalar1 Cizelge 2.5.°te

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.5. k- CA uygulama alanlari.

K- CA Uygulama Alam

Uygulama Sekli

Kemik ve Kirkirdak Rejenerasyonu

-Hiicre penetrasyonu ve doku vaskiilarizasyonu agisindan k—
CA ile hazirlanan kompozitlerin hiicre penetrasyonu ve
doku vaskiilarizasyonu agisindan gézeneklilik saglamasi ve
kemik rejenerasyonunu artirmasi.

-k—CA temelli kollajen kompozit jellerde k—CA’nin basing
dayanimimi artirarak dogal kemik dokusuna benzeyen
biyouyumlu yapida iskeleler olusturmasi.

-Kemik doku miihendisiligi uygulamalarinda x—CA’nin
nano hidroksiapatit ile birlesiminde k—CA’nin osteoblastik
genotipli hiicrelerin proliferasyonunu ve farklilasmasini
saglamasi.

-k—CA temelli hidrojellerin kikirdak rejenerasyonunu
artirmasi.

Ilag Salim

-Tiberkiiloz-kemik iltihab1 ile enfekte olmus dokularin
rejenerasyonu i¢in rifampisin yiiklii k—CA, maleik anhidrit,
izoniazid ve nano hidroksiapatitten olugan
nanokompozitlerinden rifampsin ilag salimimin etkin bir

sekilde gerceklestirilmesi.

-k—carragenan’in yliksek derecede kapsiilleme verimliligi,
kontollii uygulama profili ve k—CA igerisine yiiklenen ilag
ya da biyoaktif ajanin uzun siireli salimimni saglamasi

sayesinde tastyici sistemlerin gelistirilmesinde kullanilmast.

Film

-k—CA, ksantan zamki1 ve jellan zamkinin birlestirilmesi ile
hidrojel filmi olusturulmasi. Olusturulan mekanik, termal ve
gecirgenlik  Ozelliklerine sahip «-CA temelli hidrojel
filminin topikal cilt uygulamalarinda, doku iskelelerinde ve
doku  miihendisliginde  alanlarinda  uygulamalarinin

goriilmesi.

3 Boyutlu Yazic1 Uygulamalari

-3 Boyutlu baski i¢in biyolojik baglayict olarak kullanilan
biyobaskili «-CA temelli hidrojellerin biyouyumluluk ve

giiclii yapisal biitiinliik gostermesi.
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2.4. Aloe Vera

Aloe gibi bazi bitkilerden elde edilen karbonhidratlar biyolojik aktivite o6zelligi
gostermektedir. Aloe daha Once Liliaceae ailesinden kabul edilirken son zamanlarda
Aloeaceae ailesinde yer almaktadir. Kokeni Giiney ve Dogu Afrika'nin yani sira tiim
Akdeniz bolgelerine dayanmaktadir ve 400’den fazla tiirii vardir. Cogunlukla
subtropikal bolgelerde yetismektedir. Govdesinde rozet sekline benzeyen yesil yaprakli
cok yillik bir bitkidir. Yapraklar: iiggen seklinde olup mezofili ¢evreleyen kiitikiil ile
kapli kalin bir epidermisten olusan tirtikli kenarlara sahiptir. Aloe vera, yiiksek miktarda
su (%99-99,5) iceren yumusak bir bitkidir. Aloe veranin kat1 igerigi, %0.5-1 arasinda
degismektedir. Aloe veranin igerisinde su ve yagda ¢oziinen mineraller, vitaminler,
polisakkaritler, organik asitler, enzimler ve fenolik bilesikler gibi ¢esitli aktif bilesenler
bulunmaktadir. Yaprak bolgesi, jel, lateks ve kabuk olmak iizere ii¢ katmandan
meydana gelmektedir. Jel kismi, biiyiik parankim hiicrelerine sahip yumusak, berrak,
nemli ve kaygan dokulardan olusan i¢ tabakadir. Bu tabaka seffaf, miisilajli bir
yapidadir ve su (%99), glukomannanlar, amino asitler, lipidler, steroller ve vitaminler
gibi biyoaktif ajanlar icermektedir. Lateks bolgesi, antrakinonlar, act sar1 6zsu ve
glikozitleri iceren orta tabakadir. Kabuk katmani, jel matriksine koruma saglamakla
birlikte karbonhidrat ve proteinlerin sentezine yardimci olan 15-20 hiicreden olusmus
dis ve kalin bir tabakadir. Aloe vera’nin yapist ayrintili olarak Sekil 2.10.’da ayrintili

olarak gosterilmistir.
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I¢ Tabaka (Aloe vera jel)

Aloe Vera Bitkisi

Sekil 2.10. Aloe vera yapisi [48].
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Aloe vera Ozellikleri

Amino asit, salisilik asit, enzimler, vitaminler, mineraller, sekerler, saponinler,
antrakinonlar ve steroidler olmak lizere yaklasik 200 aktif bilesen iceren Aloe vera
bitkisi ayn1 zamanda yaklasik 75 besin maddesini de i¢inde barindirmaktadir. I¢inde
barindirdigi bu bilesenlerden dolayr Aloe vera, antioksidan, anti-inflamatuar ve

antidiyabetik  o6zellikler tasimakta olup, tedavisinde, bagisiklik

gunes yanigi
giiclendirmede, yaslanma karsit1 ve antikanser ajan1 olarak kullanilmaktadir [48]. Aloe

vera jelinin igerdigi bilesenler ve 6zellikleri Cizelge 2.6.’da yer almistir.

Cizelge 2.6. Aloe vera bilesenleri ve 6zellikleri [49].

Bilesen Sayisi ve tiirii Ozelligi ve aktivitesi

Amino asit Gerekli 22 amino asitten 20" sini ve 8 temel | Viicut ve kas dokularindaki
amino asitten 7'sini karsilamasi. proteinlerin  temel yapt taslar

lizerinde etkili olmast.

Antrakinon Aloe emodin, aloetic asit, aloin, antrasen | Analjezik, antibakteriyel 6zellikte
bilesenleri igermesi. olmas.

Enzimler Antranol, barbaloin, krizafonik asit, smodin, | Antifungal ve antiviral aktivite,
tarcinik asit esteri, izobarbaloin, resistannol | ancak yiliksek konsantrasyonlarda
enzimleri igermesi. toksik olmasi.

Hormonlar Oksinler ve giberellin hormonlar1 igermesi. Yara iyilesmesi ve antiinflamatuar

ozellikte olmast.

Mineraller Kalsiyum, krom, bakir, demir, manganez, | Saglik i¢in temel bilesen olmasi.
potasyum mineralleri bulundurmasi.

Salisilik asit Aspirin benzeri bilesikleri igermesi. Analjezik etkisinin olmasi.

Saponinler Glikozitleri igermesi. Temizleyici ve antiseptik olmasi.

Steroidler Kolesterol, kampesterol, lupeol, sitosterol | Antiseptik ve analjezik 6zelliklere
anti- inflamatuar ajanlar, lupeol gibi steroidler | sahip olmasi.
igermesi.

Sekerler Monosakaritler: Glikoz ve fruktoz Acemannan'in anti-viral, bagisiklik
polisakaritler:glukomannanlar/polimannoz diizenleyici aktivitesi bulunmasi.
sekerleri bulundurmasi.

Vitaminler A, B, C, E, kolin, B12, folik asit vitaminleri | Serbest radikalleri nétralize etmesi.
icermesi.
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Aloe vera Uygulama Alanlari

Aloe vera ve jeli sivilcelere karsi cilt tonigi olarak kullanilmaktadir. Ayrica sert ve kuru
havalarda cildi yumusatarak nemli tutmaktadir. Sec¢ilmis esansiyel yaglarla
kanstirildiginda, miikemmel bir cilt piirlizsiizlestirici, nemlendirici, glines koruyucu
losyon olarak kozmetik ve cilt iiriinlerinde kullanilmaktadir. Aloe vera’nin antiseptik
ozelligi, lupeol, salisilik asit, iire nitrojen, tar¢inik asit, fenoller ve kiikiirt olmak iizere
alt1 antiseptik ajani1 yapisinda bulundurmasindan kaynaklanmaktadir. Bu bilesikler
mantarlar, bakteriler ve virlisler {izerinde inhibitor etkiye sahiptir. Klinik
uygulamalarda, Aloe sakizi 6zleri, hem normal hem de diyabetik sicanlarda glikoz
toleransini artirmig ve 4-14 hafta boyunca alinan Aloe vera 6zii, hem klinik hem de
deneysel olarak Onemli bir hipoglisemik etki gostermistir. Aloe vera jeli seker
hastaliginda sekerin azaltilmasi amaciyla kullanilmaktadir. [49]. Aloe vera'da bulunan
glikoproteinler ve polisakkaritler farkli kanser tiirlerine karsi yararli olan giiglii bir
kemo-onleyici 6zelligindedir. Bu ajanlar, bagisiklik sistemini uyararak kansere karsi
miicadele edilmesini saglamaktadir. Ayrica bu aktif bilesiklerin tiimér olusturulan
hayvanlarin yasam siiresini 6nemli 6l¢iide uzattigi goriilmistiir. Aloe vera, dis hekimligi
alaninda, agriyr azaltmak ve iyilesmeyi hizlandirmak gibi g¢esitli dental
komplikasyonlar1 tedavi etmek amaciyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Aloe vera
jeli, biyoyararlanimi diisiik olan ilaglarin emilimini artirma potansiyeline sahiptir. Aloe
vera yaginin bagirsak yoluyla emilimi ve biyoyararlanimi artirmaya ek olarak, ilaglarin

transdermal yoldan penetrasyonunu hizlandirmada da faydali oldugu bilinmektedir [48].

2.5. Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), ilk olarak Lerner ve ark. (2022) tarafindan
melanofor kasilma hormonu seklinde belirtilerek kurbaga ve balik melanositleri
tizerinde cilt rengini agan bir molekiil olarak kesfedildi [50]. Sonrasinda Reiter ve ark.
(2010) melatonini tiim omurgalilarda bulunan, epifiz bezinden ritmik olarak salgilanan
ve mevsimsel olarak ritimlerin diizenlemesinde gorev alan bir hormon seklinde
tanimladi. Melatoninin, geceleri fazla salgilandigi, bir¢ok omurgali dokusunda
sentezlendigi ve bakterilerden, protozoalardan bitkilere, mantarlara ve omurgasizlara
kadar tiim canlilarda bulundugu bilinmektedir [51]. Sekil 2.11.’de melatoninin yapisi

gosterilmektedir.
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Sekil 2.11. Melatonin yapisi [52].

Melatoninin Ozellikleri

Endojen bir nérohormon olan melatonin, triptofandan sentezlenen ve epifiz bezi
tarafindan salgilanan bir indolamindir. Antioksidan 6zellikleri sayesinde inflamasyonun
ilerlemesini engeller ve akut karaciger hasarina neden olan, iskemi-reperflizyon, safra
kanal1 ligasyonu, pankreatit nefrotoksisitesi ve néronal dejenerasyon gibi rahatsizliklar
onlemektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
proinflamatuar sitokinlerin iiretiminin, melatonin uygulamasiyla biiylik dl¢lide azaldigi
kanitlanmistir. Melatonin amfifilik o6zellige sahip oldugu icin, serbest radikalleri
temizlemekte, cekirdek ve mitokondri gibi hiicre bdlmelerine kolayca girebilmektedir.
Melatoninin, lipofilik 6zelligi, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) partikiillerinin lipid

fazina girmesini ve lipid peroksidasyonunu inhibe edebilmesini saglamaktadir [53].

Melatoninin Uygulama Alanlari

Melatonin, uyku bozukluklarmin tedavisinde kullanilmaktadir. Genellikle uyku
gecikmesini azaltir ve Ozellikle sirkadiyen evrelerin bozulmasi durumunda uykuyu
tyilestirir. Ayrica melatoninin, Alzheimer, Parkinson, Huntington hastaliklar1 ve
amyotrofik lateral skleroz gibi ndrodejeneratif hastaliklar1 hafifletmek igin etkili oldugu
goriilmektedir [54]. Melatonin deri ve bagirsak tarafindan ¢evresel saldirtya maruz
kaldig1 zaman beyin gibi oksijen tiiketiminin fazla oldugu organlarda {iretimini artirir.
Melatoninin bagisiklik sistemi {izerindeki etkisine bakildiginda peritoneal makrofajlar
tarafindan, tiimor nekroz faktorii- o (TNF o), doniistiiriicti biiyiime faktorii beta (TGFp)
ve kok hiicre faktorii (SCF) dahil olmak tizere ¢esitli immiinomodiilator sitokinlerin gen
ekspresyonu ile interlokin diizeylerini diizenledigi goriilmektedir. Melatonin ayni
zamanda anti-kanser ozellikte olup timdr biiylimesini azaltir. Bu durum melatoninin

kemoterapétik ajanlarin toksisitesini diisiirmesi ile sonuglanmaktadir [55].
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2.6. Kontrollii Ila¢ Salim Sistemleri

Tabletler, kapsiiller, surup ve merhemler gibi klasik ila¢ salim sistemleri siirdiiriilebilir
salimda yetersiz olup, kan plazmasinda dalgalanmalara ve zayif biyoyararlanima neden
oldugu i¢in kontrollii ilag salim sistemleri klasik ila¢ salim sistemlerindeki bu
dezavantajlarin iistesinden gelmek igin tasarlanmis ve kullanilmistir [56]. Kontrollii ilag
salim sistemleri, ilk olarak 1952 yilinda siirdiiriilebilir salim teknolojisi ile baglamistir.
Kontrollii ilag salim sistemleri ile, ilacin kontrollii bir sekilde verilmesi ve insan ya da
hayvanlarda ilacin etkinliginin artirllmast amaglanmaktadir. Kontrollii salim
sistemlerinin temel hedefi; etkin maddenin istenilen oranlarda salimini1 gerceklestirerek
etkin madde miktarinin sabitlenmesini saglamak ve yan etkilerin olusmasini 6nlemektir.
Kontrollii ilag sistemlerinde salim; ilacin biyomalzemenin igine ya da yiizeyine
tutuklanmas1 ve ardindan uygun mekanizmalarla biyomalzemeden salinmasi ile
gerceklesmektedir. Kontrollii ilag sistemleri olarak partikiiler formdaki ilag salim
sistemleri partikiil boyutlarina goére mikropartikiiller ve nanopartikiiller olarak

smiflandirilmaktir [57].

2.6.1. Transdermal Sistemler

Kontrollii ilag salim sistemlerinin oral uygulama, transdermal uygulama, akciger
inhalasyonu, mukozal uygulama ve intravendz enjeksiyon olmak tizere birgok uygulama
sekli vardir. Bunlar arasinda, transdermal ila¢ salim sistemi (TDDS) uzun siireli
kontrollii ilag salimin1 saglamasi ve kolay uygulanabilirligi ile ilgi ¢ekici bir yaklagima
sahiptir [58]. Transdermal ilag salimi, igne bazli enjeksiyonlarin kullanildig1 geleneksel
uygulama yontemlerinden farkli olarak deri yoluyla viicuda invaziv olmayan ilag
iletiminin saglandig: sistemlerdir. Ayrica TDDS, ila¢ salimini kontrol etmek amaciyla
kullanilarak yontemin uzun siireli gergeklesmesini saglar. Transdermal ila¢ salim
sisteminin en Onemli Ozelligi, invaziv olmayan bir uygulama yontemi oldugundan
hastaya minimum agr etkisi saglamasidir. Transdermal sistemler, bant seklinde
polimerik nanopartikiil, nanoemdiilsiyon, mikro igne, iyontoferez ve elektroporasyon

seklinde uygulanmaktadir [58].

Transdermal bant veya cilt bandi, deri yoluyla kan dolasimina belirli bir dozda ilag
vermek icin deriye yerlestirilen ilagli bir yapiskan yamadir. Transdermal bantlarda,
bantin igindeki rezervuarda bulunan sivi ilacin deriden kan dolasimina gegisini kontrol

eden 6zel bir zar kullanilir.

27



Transdermal bantlar, mide asitleri tarafindan pargalanan, bagirsaktan iyi emilmeyen ya
da karaciger tarafindan parcalanan maddelerin iletimini daha iyi sagladig1 i¢in uzun
stireli ve kontrollii ilag salimin1 gergeklestirmektedirler. Transdermal bantlar oral olarak

verilen ilaglardan daha az yan etkiye sahip oldugu i¢in daha avantajlidir [59].

2.7. In-Vitro Tla¢c Salim Kinetigi ve Salim Mekanizmasinin Belirlenmesi

[lag salim kinetiginin ve salim mekanizmasinin belirlenebilmesi igin gesitli
matematiksel modeller kullanilmaktadir. Bu modeller dogrultusunda salim verileri
grafige gegirilerek grafigin lineer regresyon katsayisina (R%) gore kinetik salim modeli

belirlenmektedir.

Sifirinct derece kinetik: Sifirinci dereceden ilag salim kinetigi matematiksel olarak

Esitlik 2.1°de gosterilmektedir.

Q= Qo+ Kot (2.1)
Qo = Baslangig ilag miktari
Qq = t siire sonunda salinan ila¢ miktari

Ko = Salim hiz sabiti

Q, salman veya ¢oziinen ila¢ miktar1 oldugunda (salimin ilag ¢6ziindiikten sonra hizla
meydana geldigi diisiiniilerek), Qo ¢ozeltideki ilacin baslangic miktar1 olup genellikle
sifirdir. K, sifirinci derece salim sabitidir. Ilag saliminin kiimiilatif yiizdesine karsilik
zaman grafigi sifirnct derece kinetik modeli belirtmektedir. Sifirinc1 derece salim
kinetigi, ilacin kontrollii salinmasini saglayan sabit yiizey alanina sahip sistemler i¢in
uygundur. Deri {lizerine uygulanan bantlar bu tiir kinetige 6rnek olarak verilebilir. Bu
kinetige gore birim zamanda salinan ilag miktar1 konsantrasyondan bagimsiz olarak

stirekli sabit durumdadir [60].

Birinci derece kinetik: Bu salim kinetigi modelinde salim hizi konsantrasyona bagl
olarak degismektedir. Ilaglarin emilimi ya da eliminasyonunu tanimlamak igin

kullanilmaktadir [61]. Matematiksel modeli Esitlik 2.2 ile gosterilmektedir [62].
dC/dt = Kg (Co- Cy) (2.2)

Esitlikte C, ilacin baglangic konsantrasyonunu, C; ise ilacin t anindaki
konsantrasyonunu ifade etmektedir. Kg sabiti, ilacin birinci derece kinetik sabiti olup
dC/dt ise zamanla ilag konsantrasyonunda meydana gelen degisimi gostermektedir.

Esitlik 2.2°nin dogrusallastirilmis hali Esitlik 2.3’te verilmektedir.
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In [Co/(Co-Ct) ] = Kgt (2.3)
Co = Baslangig ilag miktar1
C; = t siire sonunda salinan ila¢ miktar1

Kgt = Salim hiz sabiti.

InC degerleri zamana kars1 grafige gecirildiginde egimi Kg olan bir dogru elde
edilmektedir. Birinci derece kinetik modelde zamana bagli olarak ¢oziinen etkin madde
miktar1 iissel sekilde azalmaktadir. Uzun siireli salim yapan sistemler ile klasik ilag
salim sistemlerinin ¢ogu bu tiir sistemlere 6rnek olarak gosterilebilir. Ayrica bu kinetik
modeli gozenekli matrislerde suda ¢oziinen ilacin miktarini tanimlamak ig¢in

kullanilmaktadir [61].

Higuchi modeli: Kontrolli ilag salim sistemlerinde kati matrisler iginde disperse
edilmis etkin maddelerin salim hizlarim1 agiklamak icin bir¢ok matematiksel model
gelistirilmistir. Matris sitemlerden ilag salim hizim1 ifade etmek icin kullanilan
modellerden biri Higuchi denklemidir. Bu esitlik ilk olarak diizlemsel sistemler
tizerinde kullanilirken sonrasinda farkli geometrilere sahip matris sitemler iizerinde
degistirilerek kullanim alani genisletilmistir [63]. Bu salim kinetigi Esitlik 2.4 ile ifade

edilmektedir.

Qo = Baslangig ilag miktari
Q¢ = t aninda salinan ilag miktar1

Kn = Salim hiz sabiti

““Karekok kanunu’’ olarak da bilinen bu kinetik modelde salinan ila¢ miktari, zamanin
karekokiine kars1 grafige gecirilerek lineer bir dogru elde edilmektedir. Difiizyon

kontrollii salimin gergeklestigi durumlarda dogrunun egimi Ky sabitini vermektedir.

Hixson-Crowell modeli: Hixson ve Crowell modeli ‘‘kiipkék kanunu’’ olarak

bilinmekte olup asagidaki varsayimlara dayanmaktadir [61].
a) Ilacin ¢oziinerek ortama difiizyonu partikiiliin yiizey alanina dik olarak gergeklesir.
b) Partikiiliin belirli bir geometrik sekilde olmasi beklenmemektedir.

¢) Cogunlukla kiiresel morfolojiye sahip olan kat1 partikiiller ¢oziinme islemi siiresince

morfolojilerini korumaktadir.
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d) Partikiil yiizeylerinde gergeklesen ¢Oziinme hizlarinin birbirinden farkli olmasi
onemsizdir; ¢iinkli bu modele gore salim kinetiginin belirlenmesinde ortalama ¢éziinme

hiz1 kullanilmaktadir.

Kiip kok yasasi olarak bilinen bu model, salim sirasinda partikiillerin veya tabletlerin
yizey alaninda ve c¢apinda degisikligin oldugu sistemlerden yapilan salimi
tanimlamaktadir. Diizgiin boyutlu parcaciklardan olusan bir ilag tozu i¢in, parcaciklarin
kiip kokiine dayali olarak ¢oziinme hizini ifade eden bir denklem tiiretmek miimkiindiir

[64]. Bu denklem Esitlik 2.5 olarak gosterilmektedir.

Q,18- Q%= - Ky (2.5)
Q. = Baslangigtaki ila¢ miktari
Q¢ =t aninda salinan kiimiilatif ila¢ miktari

Khct = Hixson-Crowell salim hiz sabiti

Bu modelde ila¢ salim hizini ilag molekiilerinin ¢6ziinme hizi belirlemektedir. Q01/3 -

QR degerleri zamana kars1 grafige gecirildiginde egimi Kyc olan bir dogru elde

edilmektedir. Bu esitlik 6zellikler partikiiler ilag¢ sekilleri i¢in uygundur.

Korsmeyer-Peppas modeli: Korsmeyer ve ark. (1983), ilk olarak bir polimerik
sistemden ilag salimini tanimlayan esitlik tiiretmislerdir [61]. Polimerik sistemlerden
etkin maddelerin kontrollii salim mekanizmasi genellikle Fick difiizyon esitligi ile
gosterilmistir. Ancak deneysel kosullar durumunda salim mekanizmasi Fick diflizyon
esitliginden sapmalara neden olabilir. Bu nedenle farkli geometrik sekillerde olan
polimerik sistemlerin kontrollii salim mekanizmas1 Esitlik 2.6 olarak belirtilen

Korsmeyer-Peppas esitligi ile ifade edilmektedir.

log(My/ M,.) = log k + nlogt (2.6)
M; = t zamaninda salian etkin madde miktari

M., = oo zamanda salinacak etkin madde miktari

k = salim sisteminin yapisal ve geometrik 6zelliklerini belirten kinetik sabit

n = salim mekanizmasini gosteren difilizyonel sabit

Burada My/ M., t zamanda salinan ilag fraksiyonunu gosterirken, k diflizyon hiz sabitidir
ve n salim mekanizmasini1 gosteren iis olarak ifade edilmektedir. Kiimiilatif ila¢ salim
yiizdesinin logaritmik degerine karsilik zamanin logaritmik grafigi Korsmeyer-Peppas
kinetik modeli belirtmektedir. Korsmeyer-Peppas modeli birden fazla salim

mekanizmasinin oldugu durumlarda kullanilmaktadir [65].
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2.8. Polimerik Nanopartikiiller

Nanopartikiiller ilag molekiillerinin farmokodinamik ve farmokokinetik 6zelliklerini
gelistirmek ve degistirmek igin fiziksel bir yaklasim olarak kullanilmaktadirlar [66].
Polimerik nanopartikiiller (PNP), boyutlar1 10-1000 nm arasinda olan kat1 partikiil ya da
partikiil dispersiyonlar1 olarak tanimlanan sistemlerdir. Polimerik nanopartikiiller, ilacin
¢Oziindiigli, hapsedildigi, kapsiillendigi ya da bir nanopartikiil matrisine baglandigi
biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak bozunabilir polimerlerden hazirlanmaktadir.
Hazirlama yontemine bagli olarak nanopartikiiller, nanokiireler veya nanokapsiiller elde
edilebilmektedir. Son yillarda, biyolojik olarak pargalanabilen  polimerik
nanopartikiiller, uzun siireli salim 6zellikleri sayesinde potansiyel ila¢ salim sistemleri
olarak kullanilmaktadir [66]. Polimerik nanopartikiiller, kontrollii ve uzun siireli salim
yetenegine, doku ve hiicrelerle biyouyumluluk saglama gibi 6nemli 6zelliklere sahip
oldugu i¢in ilaglarin, proteinlerin ve DNA' nin hedef hiicreler ile organlara etkili bir
sekilde tasmmmasini gergeklestirmektedir. Ayrica, nanometre boyutlar1 sayesinde,
biyoaktif ajanlarin etkili bir bigimde hiicre zarlarindan gegislerini diizenleyerek kan
akisinin stabil kalmasini saglamaktadirlar. Polimerik nanopartikiiller, bircok yontemle
iretilen farmasotik maddelerin stabilitesini artirma, klasik oral ve intravendz uygulama
yontemlerine gore daha verimli ve etkin olma, lokal olarak uygulandiklarinda
farmasotik madde konsantrasyonunun daha yiiksek olmasini saglama gibi O6nemli
avantajlara sahiptir. Bu tiir 6zelliklere sahip olmasi polimerik nanopartikiillerin ilag
salim1 uygulamalarinda giivenli sekilde kullanilmasini saglamaktadir. Bu kapsamda
polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan polimerler, dogal ve sentetik
olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Dogal polimerler, jelatin, kitosan, sodyum aljinat
seklinde siralanirken sentetik polimerler polilaktitler (PLA), poliglikolitler (PGA), poli
(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), polianhidritler, poliortoesterler, polisiyanoakrilatlar,

polikaprolakton, poliglutamik asit ve polimalik asit seklinde siralanabilir.

2.8.1. Polimerik Nanopartikiillerin Uretim Yontemleri

Polimerik nanopartikiiller hazirlanirken, PNP’nin 6zellikleri, optimize edilmelidir. Bu
nedenle, uygulamalarda istenilen Ozelliklere sahip PNP'leri elde etmek icin uygun

hazirlama tekniklerini kullanmak oldukga avantajhidir.

Polimerik nanopartikiiller iiretilirken, 6nceden olusturulmus polimer dispersiyonu ile

nanopartikiillerin hazirlanmasi, monomerlerin polimerizasyonundan nanopartikiillerin
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hazirlanmas1 ve hidrofilik polimerlerin iyonik jellesmesi ile nanopartikiillerin
hazirlanmas1 olarak 3 farkli yontem kullanilmaktadir. Onceden olusturulmus polimer
dispersiyonu ile nanopartikiillerin hazirlanmasi yontemi ise kendi arasinda ¢oziici
buharlagtirma, nano-¢okeltme, emiilsifikasyon/ ¢6ziicli difiizyonu, diyalizin tuzlanmasi,
stiper kritik akigkan teknolojisi (SCF) olarak farklt metotlara ayrilmaktadir. Polilaktik
asit, PGA ve PLGA polimerlerinden biyobozunabilir nanopartikiiller hazirlamak igin
onceden hazirlanmis polimerlerin dispersiyonu teknigi yaygin olarak kullanilmaktadir
[67]. Bu polimerler ayrica toksikolojik olarak giivenli olup enzimatik ya da enzimatik
olmayan bozunmadan sonra kolayca elimine edilebilme 6zelligindedir. Biyobozunur
polimerler arasinda PLGA, ABD-FDA (Food and Drug Administration) ve Avrupa Ilag
Ajansi tarafindan ila¢ salimi igin onaylanan [68] ve nanopartikiillerin gelistirilmesi i¢in
basarili sekilde uygulanan bir kopolimerdir. PLGA, nano boyuttaki salim sistemlerinin
bircok ideal oOzelligini gostererek kapsiillenmis maddenin uzun siireli salimini
saglamaktadir. Poli(laktik-ko-glikolik asit) igerisinde kapsiillenen kiiciik molekiiller,
proteinler ve niikleik asitler, c¢esitli klinik uygulamalarda gelismis aktivite
gostermektedir. Poli(laktik-ko-glikolik asit) kopolimeri, partikiilleri belirli dokulara
hedefleyebilmekte ya da goriintiilleme amaciyla ligandlarin boyutunu, yiikiinii ve yiizey
ozelliklerini kolay bir sekilde ozellestirebilmektedir [69]. Poli(laktik-ko-glikolik asit)
kopolimeri, biyolojik olarak parcalanabilen metabolit monomerleri laktik asit ve
glikolik asidi tiretebilmek i¢in viicutta hidrolize ugramaktadir. Bu 6zelligi sayesinde
biyomedikal ve ilag salim sistemlerinde siklikla tercih edilmektedir [70]. Poli(laktik-ko-
glikolik asit) nanopartikiillerin iiretim yonteminde hidrofobik ve hidrofilik ilaglart mikro
ya da nano boyutta kapsiillemek amaciyla tekli ya da ikili emiilsiyon c¢oziici
buharlagtirma yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde PLGA, bir yiizey aktif madde
veya Stabilizator ile emiilsiyon haline getirilen organik faz igerisinde ¢oziilmektedir.
Hidrofobik ilaglar dogrudan yag fazina eklenirken hidrofilik ilaglar partikiil olusmadan

once polimer ¢ozeltisi ile emiilsiyon haline getirilmektedir [69].

ikili Emiilsivon Céziicii Buharlastirma Yontemi

Geleneksel olarak ikili emiilsiyon yontemi, tek asamali emiilsiyonlastirma ya da iki

asamal1 emiilsiyonlastirma olmak tizere iki sekilde uygulanmaktadir.

Tek asamali yontem, iyonik olmayan bir emiilgatérden veya farkli emiilgatorlerin
karistmindan olusan emiilsiyonun 1sitilmasi ile gergeklestirilmektedir. Bu durum faz

inversiyonuna ve ¢oklu emiilsiyon olusumuna neden olmaktadir. Genellikle ikili
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emiilsiyonlar, iki asamali emiilsiyonlastirma islemi ile formiile edilebilmektedir. Ikili
emiilsiyon ¢6ziicli buharlastirma yonteminin ilk asamasi, yogun homojenizasyon altinda
lipofilik bir emiilgatéor kullanilarak i¢ emiilsiyonu adi verilen emiilsiyonun
hazirlanmasidir. Sonraki adimi ise, hidrofilik bir emiilgatér kullanilarak birincil su/yag
(w/0) emiilsiyonunun sulu (dig) bir fazda dagitilmasidir. Yiiksek basinglt
homojenlestiriciler, ultrason emiilsifikasyonu, mikroakigkan emiilsifikasyonu ve
membran emiilsifikasyonu gibi ¢esitli yontemlerinin kullanilmasi ile ikili emiilsiyonlar

hazirlanabilmektedir. Sekil 2.12.°de ikili emiilsiyon yontemi ayrintili olarak

gosterilmektedir.
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Sekil 2.12. ikili emiilsiyon hazirlama ydntemi [71].

Ikili emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma ydntemi homojenizasyon ve ultrasonikasyon
kullanilarak hazirlanan bir yontemdir. Homojenizasyon ve ultrasonikasyon islemlerinin
stiresi ve hizina baglh olarak partikiil boyutu degismektedir. Ayrica partikiil boyutu
polimerin tiiriine, konsantrasyonuna ve kullanilan emiilsiyon ajanin ¢esidine (PVA,
DMAB) ve konsantrasyonuna bagli olarak da degismektedir [67]. Yontemin kolay
olmast ve partikiil boyutunun ayarlanabilirligi, bu yontemin ila¢ salim sistemlerinde

siklikla tercih edilmesini saglamistir [72].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu boliimde, tez kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalara yer verilmis ve ¢alismalar

maddeler halinde asagida 6zetlenmistir.

Ik olarak, kullanilan cihazlar, kimyasal ve biyolojik malzemeler ile bu malzemelerin
temin edildikleri firmalar belirtilmistir.

Ardindan, jel iiretim asamalarindan (hidrojel, organojel ve bijel iiretimi) s6z edilmis ve
jellere ait karakterizasyon ¢alismalart detayli bir sekilde anlatilmistir.

Sonrasinda bijellerin L1929 fare fibroblast hiicreleri lizerindeki etkilerini incelemek
amactyla yapilan hiicre kiiltiirii calismalarindan bahsedilmistir.

Bir sonraki boliimde bos ve melatonin yiiklii poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)
nanaopartikiil iiretimi ve partikiillere ait karakterizasyon ¢aligmalar1 ayrintili bir sekilde
anlatilmistir.

Son olarak, bijellere melatonin yiiklenmesi, salim sistemlerinin hazirlanmasi ve salim

kinetiklerinin belirlenmesi ¢alismalarindan s6z edilmistir.

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal ve Biyolojik Malzemeler

Tez galigmasi kapsaminda organojel fazini olusturmak i¢in kullanilan Aloe vera yagi ve
gliserol monostearat (GMS) sirasiyla Balen (Tiirkiye) ve Cagdas Kimya (Tiirkiye)
firmalarindan temin edilmistir. Hidrojel fazin1 olusturmak i¢in kullanilan k- carrageenan
ve Aloe vera jeli sirastyla Brenntag (Almanya) ve Sigma-Aldrich (ABD) firmalarindan
satin alimmistir. Bijellerde morfolojik goriintiilerin belirlenebilmesi i¢in kullanilan
Sudan I boyast Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan temin edilmistir. In-vitro hiicre
kiltiir calismalar1 i¢in kullanilan 1929 hiicre hatti Hiicre Kiiltiiri Koleksiyonundan
(HUKUK, Tiirkiye) tedarik edilmistir. Hiicre kiiltiirii caligmalarinda kullanilan
Dulbecco's Modified Eagle Medium-High glikoz (DMEM-High glucose) Biowest
(Fransa) firmasindan temin edilirken, penisilin-streptomisin, fosfat tampon ¢ozeltisi
(PBS) ve fetal sigir serumu (FBS) Capricorn Scientific (Almanya) firmasindan temin
edilmistir. Tripsi/EDTA  (%0.01 Tripsin/10 mM EDTA) ¢ozeltisi ve DMSO
(dimetilsulfoksit) Sigma- Aldrich (ABD) firmasindan satin alinmistir. Hiicre canliliginin
belirlenmesi i¢in kullanilan 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyumbromiir
(MTT) ¢ozeltisi Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan temin edilmistir.
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Ilag salim calismalari i¢in kullanilan melatonin, poli (laktik-ko glikolik asit) (PLGA,
PLA/ PGA:50/50; molekiil agirligi: 40,000-75,000 g/gmol), didodesil dimetil amonyum
bromiir (DMAB), etil asetat, asetonitril ve diklorometan (DCM) Sigma-Aldrich (ABD)
firmasindan tedarik edilmistir. In-vitro ilag salim ¢alismalar1 i¢in kullanilan diyaliz
membran (Molekiiler agirlik: 14 kDa) Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan satin
almmistir. Salim ¢aligmalari i¢in kullanilan NaCl, KCI, Na,HPO,4, KH,PO, sodyum azit
Merck (ABD) firmasindan temin edilmistir.
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Bijel Uretimi ve Bijellerden Sahm Calismalari
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Sekil 3.1. Tez ¢alismasi kapsaminda gerceklestirilen deneysel ¢alismalarin sematik gosterimi.
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3.2. k-carrageenan/ Aloe vera Tabanh Hidrojel ve Aloe vera Yagi Tabanh

Organojel Uretimi
3.2.1. Hidrojel Uretimi

Hidrojel iretimi i¢in Aloe vera jeli, hidrojelator olarak ise k-carrageenan (Sigma
Aldrich, ABD) kullanilmistir. Yirmi mL’lik distile su igerisine % 1.5 (w/v) derisimde k-
carrageenan ve 900 puL Aloe vera jeli eklenmistir. Ardindan, bu karisim 500 rpm hizda
1 saat siiresince karistirilmistir. Bu siirenin sonunda olusan ¢6zeltinin pH’1 8.8’¢
ayarlanmistir. Sonrasinda ¢o6zelti yeniden manyetik karistirictya (Heidolph MR-Hei-
Tec, Almanya) alinmig, 80°C’de ve 500 rpm’de 1 saat karistirilarak akiskan yapida
hidrojel olusumu gergeklestirilmistir [73]. Hazirlanan ¢ozelti 24 saat boyunca oda
sicakliginda bekletilmis ve hidrojel haline getirilmistir. Uretilen hidrojel +4°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.2. Organojel Uretimi

Organojel iiretimi igin yag fazi olarak Aloe vera yagi, organojelator olarak ise gliserol
monostearat (GMS) kullanilmistir. Yiizde 20 (w/v) derisimde olacak sekilde GMS Aloe
vera igerisine eklenmistir. Ardindan olusan c¢ozelti manyetik karigtiriciya alinmig
(Heidolph MR-Hei-Tec, Almanya) 80°C sicaklikta ve 500 rpm karistirma hizinda
karistirilarak akigkan yapida organojel tretimi gergeklestirilmistir [30, 73, 74].
Hazirlanan ¢6zelti 24 saat boyunca oda sicaklifinda bekletilmis ve organojel haline

getirilmistir. Uretilen organojel +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3. Hidrojel ve Organojellerin Birlestirilmesi ile Olusturulan Bijellerin Uretimi

[Ik olarak, manyetik karistiricida 80°C’de hidrojel ve organojel iiretimi
gerceklestirilmistir. Ardindan, manyetik karisticinin iizerinde 80°C sicaklikta akiskan
halde bulunan hidrojel ve organojel, hidrojel ve organojel orani sirasiyla, 90:10, 70:30,
50:50, 30:70, 10:90 (v/v) olacak sekilde birlestirilmistir. Bu amagcla hidrojel icerisine
organojel belirtilen oranlarda damla damla eklenmistir. Homojen bir yap1 elde etmek
i¢cin karisim organojel ve hidrojel iiretiminde belirlenen optimum sicaklik ve optimum

pH degerlerinde olusturulmustur.

Yukarida belirlenen oranlarda, hidrojel igerisine organojel eklenmis, olusan ¢ozelti

yiksek karistirma hizinda homojenizator (Heidolph Silent Crusher, Almanya)
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kullanilarak 5000 rpm hizda 10 dk karistirilmis ve bijel ornekleri hazirlanmistir.

Ardindan farkli oranlardaki bijellerin oda sicakliginda sogumalari beklenmistir.

Yirmi dort saat sonra bijel olusumu tiipii ters cevirme testi ile belirlenmistir. Uretilen

bijel 6rnekleri +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Karakterizasyon Calismalari
3.3.1. Yag Baglama Kapasitesi (OBC) Analizi

Yag baglama kapasitesi, kararlilik ve yag tutma derecesini belirlemek amaciyla yapilan

bir test oldugu i¢in organojel ve bijellerde ayr1 ayr1 uygulanmistir.
3.3.1.1. Organojeller icin OBC Analizi

Yiizde 5, 10, 15 ve 20 (w/v) oranlarinda GMS kullanilarak cam siselerde hazirlanan
organojellerde yagi en cok tutan oranmi belirlemek i¢in santrifiij kuvvetleri ile yag
baglama kapasitesi testi gergeklestirilmistir. Bu deney gergeklestirilirken; oncelikle 15
mL’lik bos santrifiij tiipleri (w;) tartilmistir. Ardindan, 5 g organojel santirifiij tiipiine
aktarilmis ve 6rnek oda sicakliginda donmaya birakilmigtir. Sonrasinda Ornek igeren
santrifiij tlipli (w) tekrar tartilmistir. Son olarak, 6rnek iceren tiip 25°C’de 6000 rpm’de,
20 dk (3 kez) santrifiij edilmis ve {izerindeki yag alindiktan sonra tekrar tartilmigtir (w3).

Yag baglama kapasitesi (OBC, %) ve salinan yag yiizdesi sirasiyla Esitlik 3.1 ve 3.2
yardimiyla hesaplanmustir [75]:

OBC (%) = 100 - Salinan Yag Yiizdesi (%) (3.1)

(w2-w1)—-(w3-w1)

Salinan Yag Yiizdesi (%) = wi—wD)

x 100 (3.2)

3.3.1.2. Bijeller icin OBC Analizi

Bijel orneklerine ait siire optimizasyonunun ve Orneklerin yagi tutma derecesinin
belirlenmesi i¢in santrifiij kuvvetleri ile yag baglama kapasitesi testi gergeklestirilmistir.
Siire optimizasyonu i¢in 1, 4, 7 ve 10 dk siireyle 3 paralel olacak sekilde 50:50 (H:O)
orani hazirlanmigtir. Kararlilik igin ise ayr1 ayr1 10:90, 30:70, 50:50, 70:30, 90:10 (v/v)
oranlarindan 3 paralel olacak sekilde bijel 6rnekleri Uretilmistir. Siringalarda iiretilen
bijeller enjektdor yardimiyla santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Ardindan, tiiplerin
santrifiijlenmeden once ilk agirligi tartilmistir (wi). Son olarak, Ornek iceren tiip
25°C’de 6000 rpm’de, 20 dk santrifiij edilmis (3 kez) ve tizerindeki yag alindiktan sonra

tekrar tartitlmigtir (ws).
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Yag baglama kapasitesi Esitlik 3.3 takip edilerek hesaplanmigtir [76]:

OBC(%) = [1- (wi - W—S)] x100 (3.3)

wi

3.3.2. Morfolojik incelemeler

Uretilen organojel, hidrojel ve bijellerin mikroyapisi, optik mikroskop kullanilarak
gbzlenmistir. Bu amagla, yag fazi Sudan I ile boyanarak farkli oranlarda bijeller
olusturulmustur. Olusturulan sicak bijel karistmindan bir damla (20 pL) lam iizerine
damlatilmis ve bijelin lam tizerine yayilmasi saglanmistir. Ardindan bijel ile kaplanan
lam +4°C’de 24 saat bekletilmistir. Sonrasinda numunelerin farkli biylitmelerde

goriintiileri alimmistir [73].

3.3.3. Kimyasal Yap1 ve Faz Analizleri

Uretilen organojel, hidrojel ve bijellerdeki kristalin yapilarm ve trigliserid varliginin
belirlenebilmesi i¢in X-151n1 difraktometresi (XRD) analizi (Rigaku MiniFlex Masaiistii
Isinm1 Difraktometrisi, Japonya) yapilmistir. Kimyasal yapt ve fonksiyonel gruplar ise
Fourier doniisiimlii kizilotesi 1511 (FTIR) analizi (Thermo Scientific Nicolet 6700,
ABD) ile belirlenmistir [30, 73, 74].

3.3.4.Termal Analizler

Organojel, hidrojel ve bijellerin 1sisal kararliliklar1 25°C-600°C sicaklik araliginda,
10°C/dk 1sitma hiziyla, azot ortaminda yiiriitiilen termogravimetrik analiz ile (SII
EXTARG6000, Japonya) belirlenmistir. Bijellerin erime, buharlasma ve kristalizasyon
sicakliklarinin belirlenebilmesi icin diferansiyel taramali kalorimetre (DSC, Perkin
Elmer Diamond, ABD) ile analiz yapilmistir. Analiz, -10°C’den 200°C’ye 1sitma
dongiisii ve 200°C’den -10°C’ye sogutma dongiisii olmak iizere iki farkli sicaklik

dongiisii kullanilarak gergeklestirilmistir [30].

3.3.5. Mekanik Analizler

Organojel, hidrojel ve bijellerin mekanik 6zellikleri 6rneklere sikistirma testi (Stable
Micro Systems TA XTPLUS, Ingiltere) uygulanarak belirlenmis ve sertlik degerleri (N)

Olctilmiistiir. Analizde 10 mm ¢apinda silindirik bir prob ve 90 mm/dk hizda, 50 N yiik
hiicresi kullanilmistir [76].
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3.3.6. Reolojik Analizler

Belirlenen tiim deney gruplarinin viskoelastik 6zellikleri reolojik analizler (Anton Paar

MCR102 Reometre, Avustralya) yapilarak incelenmistir.

Bu amagla {iretilen bijellere 25°C ve 37°C olmak ftizere iki farkli sicaklikta gerinim,
frekans ve viskozite testleri uygulanmistir. Reolojik analizde 0.001-1000 st araliginda
iki farkli sicaklikta genlik taramasi ve 0.1-100 rad/s araliginda frekans taramasi
yapilmistir. Viskozite taramasi ise 0.001-100 st araliginda gerceklestirilmistir. Ek
olarak sicaklik taramasi yapilirken ornekler +4°C’den 80°C’ye 1sitilmig, ardindan

80°C’den +4°C’ye sogutulmustur [73, 77, 78].
3.4. In-Vitro Sitotoksisite Calismalari

‘ISO 10993-5 Biological evaulation of Medical Devices-Part 5: Test for In-vitro
Cytotoxicity’”  Uluslararast ~ Standardina  gore  in-vitro  sitotoksisite  testi
gerceklestirilmigtir. In-vitro sitotoksisite deneylerinde bijellere ait ekstraktlarin hiicre
canliligr tlizerindeki etkisi gozlenmistir. Bu amagla, ilk olarak iretilen bijeller PBS
igerisinde 37°C’de bekletilmistir. Ardindan, bijellere ait ekstraksiyon ortamlar
toplanmis ve 0.22 pm’lik filtrelerden gegirilerek sterilizasyon islemi gergeklestirilmistir.
In-vitro sitotoksisite ¢alismas1 gergeklestirilirken pasaj 28’deki 1929 hiicre hatti
kullanilmistir. Hiicrelerin DMEM-High glucose icerisinde hacimce %10 FBS, %2 L-
glutamin ve %1 penisilin-streptomisin igeren besi ortaminda (biiylime ortami) kiiltiire
edilmesi saglanmigtir. Sonrasinda hiicreler, Tripsin/EDTA ile yiizeyden kaldirilmis ve
1x10° hiicre/mL konsantrasyonda olacak sekilde 96 gozli kiiltiir kaplarina ekilmistir.
Ardindan, %5 CO; ve %95 nem igeren 37°C’deki etiivde (Heraeus, Almanya) 24 saat
siiresince  kiiltiirasyon  gergeklestirilmistir.  Kiiltiirasyon sonrasi malzemelerin
bekletildigi ekstraksiyon ortamlarmin besi ortamiyla hacimce %100, %50 ve %25 seri
diliisyonlar1 hazirlanip, 96 gozli kaplara konulmustur. Ekstraksiyon ortamlarinin
normal biliylime ortamina eklenmesi ile hiicreler 3 giin kiiltiire edilmis, sonrasinda
hiicrelerin canliliklar1 ve mitokondriyal aktiviteleri MTT analizi ile belirlenmistir. Bu
testte negatif kontrol i¢in 96 gdzlerde cogaltilmis hiicreler iizerine taze normal kiiltiir

ortami kullanilirken pozitif kontrol i¢in hacimce % 10’luk DMSO kullanilmistir [79].

Bu kapsamda bijeller iizerindeki besi ortami kiltliriin 1., 2. ve 3. giinlerinde
uzaklastrilmig ve her bir géze 200 uL serumsuz besi ortami ve 20 uL MTT c¢ozeltisi (2.5
mg/mL PBS) eklenmistir. Sonrasinda 3 saat boyunca 37°C’deki CO; etiiviinde
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inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bijeller iizerindeki ortam
uzaklagtirllmigtir. Ardindan her bir géze 200 pL HCI igeren izopropanol ¢ozeltisi
eklenmis ve formazan kristallerinin ¢6ztinmesi saglanmustir. Elde edilen ¢6zeltilerin 690
nm referans olmak iizere 570 nm’de spektrofotometrik (Asys UVM 340, Avusturya)

olarak dlgiimleri yapilmis ve optik yogunluklar: belirlenmistir.

3.5. In-Vitro Biyoaktif Ajan Salim Calismalari

Bu ¢aligmada; amfifilik 6zellige sahip melatonin biyoaktif ajan olarak kullanilmistir.
Ilaglarmn bijellere yiiklenmesi ve enkapsiilasyon verimi ile salim kinetiginin belirlenmesi
icin  spektrofotometrik (Thermo Scientific Nanodrop 2000c, ABD) yontem
uygulanmistir [80, 81].

3.5.1. Bos ve Melatonin Yiiklii PLGA Nanopartikiillerin Uretimi

3.5.1.1.Bos PLGA Nanopartikiillerin Sentezi

Bos PLGA nanopartikiillerin sentezlenmesinde tekli emiilsiyon hazirlama c¢oziicii
buharlagtirma metodu kullanilmistir. PLGA kopolimeri (PLA/PGA: 50/50; molekiil
agirligr: 40,000-75,000 g/gmol) ilk olarak etil asetat igerisinde ¢Ozdiiriilmiis ve %2
(w/v)’lik organik faz hazirlanmigtir. Sonrasinda stabilizator olarak DMAB, %1 (w/v)
oraninda 2 mL saf suya eklenerek sulu faz olusturulmustur. Elde edilen organik ve sulu
fazlar ayr1 ayr 3 saat siiresince 450 rpm’de karistirilmistir. Karigtirma islemi sonucunda
sulu faz damla damla organik faza eklenmis ve olusan karigim yiiksek hizli
homojenizatér kullanilarak 7 dk boyunca 15000 rpm’de homojenize edilmistir.
Homojenizasyon sonrasinda karisim manyetik karistiriciya alinmis ve karisima 40°C’de
25 mL saf su ilave edilmistir. Karisimda stispanse halde bulunan PLGA
nanopartikiillerin bir araya gelmemesi ve organik fazin buharlasarak karisimdan
uzaklagmasi i¢in ¢ozeltinin 12 saat boyunca karistirilmasi saglanmistir. On iki saat
sonunda karigim, 3 kere saf su ile 13000 rpm’de, 5 dk santrifiij edilerek yikanmustir.
Yikama isleminden sonra olusan nanopartikiiller liyofilizatorde -80°C’de (Christ Alpha,
1-2LD Plus, USA) 2 giin boyunca kurutulmustur [80, 81].

3.5.1.2. PLGA Nanopartikiillere Melatonin Yiiklenmesi

PLGA nanopartikiillere melatonin yiliklenmesi i¢in ikili emiilsiyon hazirlama ve ¢oziicii
buharlastirma  yontemi  kullanilmistir.  Ilk  olarak, PLGA  kopolimerinin
(PLA/PGA:50/50) 5 mL etil asetat ya da DCM igerisinde ¢ozdiiriilmesi ile %2’lik
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organik faz hazirlanmigtir. Organik faz igerisine melatoninin PLGA’ya oran1 %6 (w/w),
%10 (w/w) ve %20 (w/w) olacak sekilde melatonin eklenmistir. Melatoninin sulu faza
difizyonunu engellemek amaciyla, stabilizér kullanilmadan sulu faza %0.1 (w/v)

oraninda melatonin eklenmis ve birinci sulu faz (w1) hazirlanmistir.,

Buna ek olarak, DMAB ya da PVA stabilizorleri kullanilarak %1°lik (w/v) ikinci sulu
faz (w2) hazirlanmistir. Hazirlanan birinci sulu faz, ikinci sulu faz ve organik faz 3 saat
boyunca karistirilmistir. Ancak w2 fazinin hazirlanmasi igin stabilizor olarak kullanilan
PVA, DMAB’dan farkli olarak 6nce 2 saat boyunca 80°C’de, ardindan 1 saat oda
sicakliginda karistirllmigtir. Hazirlanan wl fazi organik faza damla damla ilave edilmis
ve 15000 rpm’de 7 dk homojenize edilerek o/w1 karigimi elde edilmistir. o/w1 karigimi
ve w2 fazi, 1 saat manyetik karistiricida karistirilmistir. Ardindan o/w1l karigimi w2
fazina damla damla ilave edilerek 15000 rpm’de 7 dk boyunca homojenize edilmistir.
Elde edilen wl/o/w2 karisimi manyetik karistiriciya alinmig ve karisima 40°C’de 2.5
mL saf su ilave edilmistir. Ardindan PLGA nanopartikiil olusturulmasinda kullanilan
yikama ve kurutma islemleri uygulanarak melatonin yiikli PLGA nanopartikiiller

hazirlanmistir [80, 81].

Cizelge 3.1’de polimerik tasiyici igerisinde amfifilik ilacin enkapsiilasyon verimini

artirmak icin kullanilan deneysel parametreler 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.1. ikili emiilsiyon ¢dziicii buharlastirma yontemi (w1/0/w2 karisimi) ile hazirlanan melatonin yiiklii nanopartikiillerin formiilasyonlari.

Formiilasyonlar
Parametreler
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
Ik sulu faz hacmi (w1) (mL) 2 2 2 2 2 2 2 2
Melatonin miktar: (mg) 4 4 4 4 4 4 4 4
Organik ¢oziicii DCM DCM DCM DCM Etil asetat Etil asetat Etil asetat Etil asetat
Organik ¢oziicii hacmi (mL) 5 5 5 5 5 5 5 5
PLGA miktar: (mg) 100 100 100 100 100 100 100 100
Melatonin miktar (org.faz) (mg) 6 10 20 6 6 10 20 6
ikinci sulu faz (Ww2) (mL) 2 2 2 2 2 2 2 2
Stabilizor (w2) PVA PVA PVA PVA DMAB DMAB DMAB DMAB
Stabilizor (w2) (%) 1 1 1 1 1 1 1 1
Melatonin miktari (w2) (mg) 4 4 4 20 4 4 4 20
1.homojenizasyon hizi (rpm) 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000
Siire (dk) 7 7 7 7 7 7 7 7
2.Homojenizasyon hizi (rpm) 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000 15000
Siire (dk) 7 7 7 7 7 7 7 7
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Bu formiilasyonlar arasinda en yiiksek enkapsiilasyon verimine sahip formiilasyon
secilip, bu formiilasyona ait regete kullanilarak melatonin yiiklii PLGA nanopartikiiller

hazirlanmustir.

3.5.2. PLGA Nanopartikiillerin Karakterizasyon Calismasi

3.5.2.1.Melatonin Yiikli PLGA Nanopartikiillerin Enkapsiilasyon Veriminin

Belirlenmesi

Uretilen PLGA nanopartikiilerin enkapsiilasyon veriminin belirlenmesi i¢in 6 mg
melatonin ylikli PLGA nanopartikiil, | mL DCM ile muamele edilerek 1 gece
bekletilmistir. Ardindan 1 mL asetonitril ile ¢ézdiriilmistiir. Karigim, homojen bir
cozelti elde edilene kadar vortekslenmistir (FINE PCR). Ardindan 279 nm’de absorbans
degeri spektrofotometrik olarak Olciilmiistiir. Absorbans degerlerinden derisime gecis
yapabilmek i¢in kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Kalibrasyon grafigi i¢in melatonin
asetonitril icerisinde ¢ozdiiriilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok ¢dzelti asetonitril ile
seyreltilerek  farkli melatonin  konsantrasyonlarina sahip standart c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Elde edilen standart c¢ozeltilerin 279 nm’de absorbans degerleri
belirlenmistir. Absorbans-derisim parametrelerinden olusan kalibrasyon grafigi elde
edilerek kalibrasyon denklemi bulunmustur. Onceden not edilen absorbans degeri bu
denklemde yerine yazilarak derisime gecilmistir. Ardindan, enkapsiilasyon verimi ve

yiiklenen ilag yiizdesi Esitlik 3.4 ve 3.5 kullanilarak hesaplanmistir [80, 81].

% EE (Enkapsiilasyon Verimi )

Yiiklenen ila¢ miktari

% EE =

x 100 (3.4)

Toplam ila¢ miktar1

% DL (Yiiklenen ila¢ Yiizdesi)

Nanopartikiil icinde enkapsiile edilen ila¢ miktar:

% DL =

x 100 (3.5)

Naopartikiillerin toplam agirlig:

3.5.2.2. Partikiil Boyutunun Belirlenmesi

[lk olarak 1:100 (w/v) oraninda seyreltilen sulu ¢ozelti icerisinde bulunan
nanopartikiiller homojenize edilmistir. Ardindan Zetasizer (Nano series, Ingiltere)

cihazi ile nanopartikiillerin boyut ve boyut dagilimlart belirlenmistir [80, 81].
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3.5.2.3. FTIR Analizi

PLGA polimerinin, melatoninin, stabilizorlerin, melatonin i¢eren ve icermeyen (bos)
PLGA nanopartikiillerin 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda FTIR (Thermo Scientific
Nicolet 6700, ABD) spektrofotometresi ile analizi yapilarak kimyasal yapilar1 ve
fonksiyonel gruplari belirlenmistir [32].

3.5.2.4. Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Sulu ortamda siispanse halde bulunan bos PLGA nanopartikiiller ile melatonin yiiklii
PLGA nanopartikiiller 1:100 (w/v) oraninda seyreltilmistir. Karisim seyreltildikten
sonra analiz yapilacak yiizeye damlatilip kurutulmustur. Sonrasinda ornekler altin
paladyum ile kaplanarak taramali elektron mikroskobu (Zeiss Evo-50, Almanya) ile

incelenmistir [80, 81].

3.5.3. Bijellere Melatonin Yiiklenmesi

3.5.3.1. Melatonin Yiiklii Bijellerin Hazirlanmasi

Ik olarak, hidrojel ve organojel Boliim 3.2.1 ve 3.2.2°de ayrmntili olarak anlatilan
deneysel yontemler kullanilarak tretilmistir. Ardindan 70:30 (v/v) oraninda olacak
sekilde hidrojel icerisine organojel ve belli miktarda melatonin eklenmistir. Elde edilen
karistm 5000 rpm’de oda sicakliginda 10 dakika siiresince homojenizator ile

karistirilmis ve melatonin yiiklii bijeller tiretilmistir [36, 74].
3.5.3.2. Melatonin Yiiklii PLGA Nanopartikiil iceren Bijellerin Hazirlanmasi

[k olarak, hidrojel ve organojel béliim 3.2.1 ve 3.2.2°de anlatilan deneysel yontemlerin
kullanilmasi ile tiretilmistir. Ardindan 70:30 (v/v) orani kullanilarak hidrojel igerisine
organojel ve belli miktarda melatonin yiiklii PLGA nanopartikiil ilave edilmistir. Elde
edilen karistm homojenizator ile 5000 rpm’de ve oda sicakliginda 10 dakika siiresince

karistirilarak melatonin yiiklii PLGA nanopartikiil i¢eren bijeller iiretilmistir [32, 77].

3.5.4. Salim Sistemlerinin Hazirlanmasi ve Salim Kinetiklerinin Belirlenmesi

3.5.4.1. PLGA Nanopartikiillerden Melatonin Salim

PLGA nanopartikiillerden melatonin salimmin incelenmesi amaciyla 10 mg PLGA
nanopartikiil selilloz membrana yerlestirilerek igerisine 1 mL PBS (pH:5.5) eklenmistir.
Ardindan seliiloz membran %0.1 (w/v) sodyum azit iceren 10 mL PBS ¢ozeltisine

konmustur. Salim c¢alismalari, 37°C sicaklik ve 70 rpm calkalama hizinda etiiv
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igerisinde {i¢ paralel olacak sekilde gerceklestirilmistir. Nanopartikiillerden melatonin
salim ¢alismasinda ilk giin 1., 3., 5., 7. ve 24. saatlerde, 5. giine kadar her giin, diger
giinlerde salim siiresince birer giin ara ile salim ortamindan 900 uL salinarak yerine 900
puL taze ortam konulmustur. Partikiillerden salinan melatonin miktar1 279 nm’de
absorbans degeri Olciilerek spektrofotometrik yontem ile hesaplanmistir. Analiz
sonucunda partikiilden salinan melatoninin kiimiilatif salim grafigi olusturulmus ve

grafige uygun kinetik model belirlenmistir [80, 81].
3.5.4.2. Melatonin Yiiklii PLGA Nanopartikiil iceren Bijellerden Melatonin Salimi

Melatonin yiiklii PLGA nanopartikiil iceren bijellerden melatonin salimi i¢in 10 mg
PLGA nanopartikiil iceren 1 g bijel diyaliz membran igerisine yerlestirilmistir.
Membranlar koyu renkli siselere konularak tizerine 10 mL PBS (pH:5.5) ¢ozeltisinden
olusan salim ortami1 (%0.1 w/v sodyum azit i¢eren) eklenmistir. Salim ¢alismalari, 37°C
sicakligindaki ve 70 rpm calkalama hizindaki etiivde ii¢ paralel olacak sekilde
yirlitiilmistir. Nanopartikiil yliklii bijellerden melatonin salim ¢alismasinda ilk giin 1.,
3., 5., 7. ve 24. saatlerde, 5. giine kadar her giin, diger giinlerde salim siiresince birer
giin ara ile salim ortamindan 900 uL salinarak yerine 900 pL taze ortam konulmustur.
Spektrofotometrik yontem nanopartikiil yiikli bijellerden salinan melatonin miktarinin
279 nm’deki absorbans degeri hesaplanmistir. Analiz sonucunda nanopartikiil yiikli
bijellerden salinan melatoninin kiimiilatif salim grafigi ¢izilmis ve grafige uygun kinetik

model se¢ilmistir [32, 77].
3.5.4.3. Serbest Melatonin Yiiklii Bijellerden Melatonin Salim

Melatonin yiiklii bijellerden melatonin salimini incelemek amaciyla 1 mg melatonin
yiiklii 1 g bijel diyaliz membran igerisine konulmustur. Membranlar koyu renkli siseler
icerisine yerlestirilerek tizerine 10 mL PBS (pH:5.5) ¢ozeltisinden olusan salim ortami
(%0.1 (w/v) sodyum azit iceren) ilave edilmistir. Salim ¢alismalari, 37°C sicakliginda
ve 70 rpm calkalama hizina ayarlanmis etiivde 1i¢ paralel olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Bijellerden melatonin salim ¢alismasinda ilk giin 1., 3., 5., 7. ve 24.
saatlerde, 5. gline kadar her giin, diger giinlerde salim siiresince birer giin ara ile salim
ortamindan 900 pL salinarak yerine 900 pL taze ortam konulmustur. Bijellerden salinan
melatonin  miktarinin 279 nm’de absorbans degeri spektrofotometrik yontem
kullanilarak 6l¢lilmiistiir. Analiz sonucunda bijellerden salinan melatoninin kiimiilatif

salim grafigi olusturulmus ve grafige uygun kinetik model belirlenmistir [78, 82].
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3.6. istatistiksel Analiz

Deneysel calismalar en az 3 Ornek iizerinden ve gerekli kontroller kullanilarak
yapildiktan sonra elde edilen veriler, GraphPad Instat yazilimi kullanilarak istatistiksel
acidan degerlendirimistir. Farkli deney gruplarinda istatistiksel karsilagtirma igin tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilmis ve veriler n=3 i¢in + standart sapma

degerleri ile gosterilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez calismasinin bu boliimiinde ilk olarak transdermal sistemlerde ilag salimi
calismalar1 i¢in hidrojel, organojel ve bijel liretimi gergeklestirilerek karakterizasyon
calismalarini igeren sonuglar sunulmus ve tartisilmigtir. Caligmanin ikinci kisminda
tiretilen bijellerin hiicreler {izerindeki sitotoksik etkisi incelenmis ve deneysel bulgulara
yer verilmistir. Son kisimda ise bijellere ait ila¢g salim caligmalarinin sonuglarina
deginilmistir. Ila¢ saliminda &ncelikle nanopartikiil olarak kullanilacak poli(laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA) iretimi ve karakterizasyonu sonuglart degerlendirilmistir.
Sonrasinda melatonin yiikli PLGA igeren nanopartikiil iiretimi ve karakterizasyonu
sonuglar1 anlatilmigtir. Ardindan melatonin yiiklii PLGA nanopartikiil i¢eren bijeller ile

melatonin yiiklii bijellerden melatonin salim sonuglart degerlendirilmistir.

4.1. Bijellerin Uretimi i¢cin Optimum Kosullarin Belirlenmesi

Tez calismas1 kapsaminda gercgeklestirilen bijeller, hidrojel ve organojelden olusan iki
fazli jel sistemlerdir. Hidrojel tretimi x-carragenan, Aloe vera jeli ve distile su
kullanilarak gerceklestirilmistir. Organojel tretimi ise Aloe vera yagi ve gliserol
monostearat (GMS) kullanilarak elde edilmistir. Ardindan hidrojel igerisine belirli
oranlarda organojel eklenerek bijeller iiretilmistir. Deneysel sonuglar tartigilmis ve ilgili

sonuclara asagida yer verilmistir.

4.1.1. k-carrageenan/ Aloe vera Tabanh Hidrojel ve Aloe vera Yag Tabanh

Organojel Iceren Bijel Uretimi

Sunulan tez ¢aligmasinda Aloe vera yagi organojeli ve k-carrageenan/ Aloe vera
hidrojeli kullanilarak yenilik¢i bir bijel sisteminin olusturulmasi hedeflenmistir. Topikal
ve transdermal amaglh kullanilan jeller, hidrojel, organojel ve bijel olarak
siniflandirilmaktadir. Organojeller, jelatoriin 3 boyutlu matris igerisinde hapsoldugu
apolar faz iceren yar1 kati sistemlerdir [83]. Organojeller, stratum korneum boyunca
hidrofobik ilaglarin gecirgenligini artirirken yaglh ve yapiskan kalmalari nedeniyle
dezavantaj olusturmaktadirlar [28]. Transdermal sistem amagli kullanilan hidrojeller ise
suda ¢oziinmeyen ancak suda sisebilen hidrofilik ¢apraz bagl polimerlerin olusturdugu
ag yapilardir [84]. Hidrojellerin, kolay hazirlanmalari, yagli olmayan yapilari, iyi
yayilabilirlikleri, stratum korneum hidrasyonunu artirma yetenekleri, serinletici etkisi ve

suyla temizlenebilir oluslari, onlar1 topikal farmasdtik uygulamalarda avantajli hale
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getirmektedir. Ancak hidrofobik ilag saliminda enkapsiilasyon verimlerinin diisiik
olmasi ve derinin lipit yapili stratum korneum tabakasindan gecirgenliginin az olmasi,
hidrojellerin dezavantajlar1 arasindadir [85]. Bu dezavantajlarin {istesinden gelmek igin
yapilan tez ¢alismasi ile yenilik¢i bir yaklasim olarak k-carrageenan/ Aloe vera tabanl
hidrojel ve Aloe vera yagi tabanli organojel igeren bijel iiretimi gerceklestirilmistir.
Bijellerin, transdermal sistemlerde ilag gegirgenligini artirma, uygulamalardan sonra su
ile yikanabilme, nemlendirme, serinlik etkisi, stratum korneum tabakasindaki
hidrasyonu artirma ve ilag salim hizin1 kontrol etme yetenegi gibi birgok 6nemli 6zelligi

bulunmaktadir [28].

Yapilan tez ¢alismasinda bijeller hazirlanirken organojel iiretiminde literatiirden farkli
olarak Aloe vera yagi ve GMS kullanilmistir. Aloe vera yagi, igerisinde bulundurdugu
aktif Dbilesenler sayesinde kollajen birikimini artirarak yara iyilesme siirecini
hizlandirdig1 i¢in tercih edilmistir [86]. Organojel olustururken jelator olarak segilen
GMS ise amfifilik 6zelligi sayesinde su ve yag fazi i¢eren karisimlarda kendi kendine
birlesme 6zelligi gostermesi nedeniyle tercih edilmistir. Ayrica GMS’nin hidratlanmig
katmanli yapisi, stratum korneum’un su igerigini dnemli derecede arttirdigi i¢in ilag

gecirgenligini de artirma avantajina sahiptir [87].

Bijel tiretiminde hidrojel hazirlanirken x-carrageenan ve Aloe vera jeli kullanilmistir. x-
carrageenan diger dogal polimerlere nazaran sagladig1 avantajlar nedeniyle se¢ilmistir.
Bu avantajlar viicut icerisinde bulunan dogal glikozaminoglikanlara benzemesi,
mekanik kuvveti ve jelasyon Ozellikleri olarak siralanabilir. Ayni zamanda dogal
tiksotropik davranist nedeniyle, k-carrageenan, minimal invaziv tedaviler igin
makromolekiiller ve hiicreler ile enjekte edilebilir bir matris olarak da

kullanilabilmektedir [88].

Sunulan tez c¢aligmasinda, Oncelikle organojel iiretimi gerceklestirilmis ve iretilen
organojeller yag baglama kapasiteleri agisindan incelenerek optimum GMS miktarina

karar verilmistir.

Organojel icin Optimum GMS Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Organojel tiretiminde kullanilacak organojelatdr miktarinin belirlenmesi i¢in Aloe vera
yagina agirlikca %5 (w/v), %10 (w/v), %15 (w/v) ve %20 (w/v) oranlarinda GMS
eklenmistir. Belirtilen oranlara gore hazirlanan organojellere yag baglama kapasitesi

testi uygulanmistir ve sonuglar sirasiyla %89+2.0, 98+0.20, 97+0.76, 99+0.96 olarak
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bulunmustur. En yiiksek yag tutma kapasitesinin agirlikca %20 (w/v) oraninda GMS
iceren organojelde oldugu gorilmistiir. Bu nedenle tim bijel ornekleri %20 (w/v)
konsantrasyonda GMS ile hazirlanan organojel kullanilarak olusturulmustur. Literatiirde
Ghan ve ark. (2020), palmiye yagi ve farkli konsantrasyonlarda GMS ile hazirlanan
organojellere uyguladiklar1 bu test sonucunda diger organojelatorlere gore GMS
kullanilarak hazirlanan organojelin yiiksek yag baglama kapasitesi gosterdigini
belirtmislerdir. Calismalarinda kiitlece %1-18 araliginda degisen organojelatér (GMS)
konsantrasyonunun, palmiye yagi bazli organojellerin fiziksel ve molekiiler yapisi
tizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda organojellerin mekanik ve
termal Ozelliklerinin organojelatdr konsantrasyonundaki artisa bagli olarak iyilestigi

gozlenmistir [75].

Hidrojel icin Optimum K-carrageenan Miktarinin Belirlenmesi

Literatiirde k-carrageenan ve distile su ile hazirlanmi hidrojellerde agirlikga %1.5
oraninda k-carrageenan kullanilmistir [73]. Ilgili literatiir dikkate alinarak sunulan
calismada x-carrageenan hidrojeller %1.5 konsantrasyonun alt degerleri olan %0.5 ve
%1.0 oranlarinda da hazirlanmistir. Su tutma kapasitesi testinde %0.5 ve %:1.0
konsantrasyonda hazirlanan jellerin kararsiz yapida oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle
sunulan ¢alismada %1.5 oraninda k-carrageenan kullanilarak hidrojellerin

hazirlanmasina karar verilmistir.

4.1.2. Farkh Hidrojel/Organojel Oranlarinda Bijellerin Hazirlanmasi

Sunulan tez galigmasinda k-carrageenan/ Aloe vera tabanli hidrojel ve Aloe vera yagi
tabanli organojelin 5 farkli oraninda bijel iiretimi gerceklestirilmistir. Elde edilen
gruplar kiyaslanmis ve literatiirden orneklerle sonuglar desteklenmistir. Sekil 4.1.°de

hazirlanan bijellere ait makroskobik goriintiilere yer verilmistir.
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Sekil 4.1. Bijel formiilasyonlarinin makroskobik goriintiileri. (A): iistten gdriiniim (B)
karistirildiktan sonraki goriinim (C): kanstirildiktan 24 saat sonraki goriintiiler

(H:Hidrojel, O:Organojel).

Sekil 4.1.(A) incelendiginde organojel oraninin en fazla oldugu bijel 6rneginde (10:90)
plirtizlii, homojen olmayan yagli bir yap1 gozlenirken hidrojel oraninin artmasina bagh
olarak yapinin daha piiriizsiiz ve beyaz bir goriinlim aldigr goriilmektedir. Sekil
4.1.(B)’de bijel orneklerinin diiz ve karistirildiktan hemen sonraki goriintiilerine yer
verilmistir. Tiipii ters ¢evirme yontemi, jellesme olusumunu dogrulamak igin bijellerde
kullanilan yaygin bir yontemdir [78]. Sekil 4.1.(C)’de yer alan goriintiilerde, olusturulan
bijellerin ters ¢evrildiginde herhangi bir akiskanlik durumu gozlenmedigi ve jellesmenin

meydana gelerek kararli yapida bijellerin olustugu goériilmektedir [89].

4.2. Bijellerin Karakterizasyonu
4.2.1. Morfolojik Goriintiileme

Bijellerde hidrojel faz igerisinde organojel fazin kiiresel damlaciklar halinde dagilima,
organik bir bilesik olan Sudan | boyasi kullanilarak incelenmistir. Sudan | boyas1 ya da
kirmizisi, bijel icerisindeki yag fazi boyamaktadir. Yontemde yag fazin Sudan I boyas1
ile boyanmas1 kiitlece %1, %0.1 ve %0.05 olmak iizere li¢ farkli derisim kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amagla ilk olarak, agirlik¢ca %1 (w/v)’lik Sudan I ile boyanmis
organojel kullanilarak tiim oranlarda bijeller iiretilmistir. Uretilen sicak bijellerden bir
damla (20 pL) almmarak lama damlatilmis ve bijellerin 10X biiyiitmede mikroskobik
goriintiileri alinmuistir. Sekil 4.2°de %1 (w/v)’lik Sudan I boyasi ile boyanmis

organojellerden {iretilen bijel 6rneklerine ait goriintiilere yer verilmistir.
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Sekil 4.2. %1 (w/v)’lik Sudan I ile boyanmis organojel kullanilarak olusturulan
bijellerin 10X biiyiitmedeki mikroskobik goriintiileri. A) 90:10 (H:O), B) 70:30 (H:O),
C)50:50 (H:0), D) 30:70 (H:0), E) 10:90 (H:0).

Sekil 4.2°deki boyama sonuglarina bakildiginda boya derisiminin yiiksek olmasindan
dolayr hem hidrojelin hem de yag fazinin boyandigi goriilmiis ve organojel fazin
hidrojel faz igerisindeki dagilimi gézlenememistir. Bu nedenle boya derisimi azaltilmig
ve agirlikca %0.1 (w/v) Sudan I boyasi ile boyanmis organojel kullanilarak bijeller
tekrar {iretilmistir. Uretilen sicak bijellerden 50 pL almmis ve lama damlatilmustir.
Bijellerin 10X ve 20X biiylitmelerde alinan mikroskobik goriintiileri Sekil 4.3°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.3. % 0.1 (w/v) oraninda Sudan I ile boyanmis organojel kullanilarak olusturulan

bijellere ait 10X ve 20X biiyiitmelerdeki mikroskobik goriintiileri.

Sekil 4.3’teki gortntiilerde, boya derisiminin azaltilmasiyla yag faza ait kiiresel
damlaciklarin daha 1yi goriintiilendigi ve hidrojel igerisinde belirginlestigi gézlenmistir.

Ancak biitiin oranlarda kiiresel damlaciklarin sikligi ve boyutu tam olarak
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goriintlilenemedigi i¢in boya orani daha da azaltilmistir ve %0.05 (w/v) oraninda Sudan
I ile boyanmis organojel kullanilarak bijeller iiretilmistir. Uretilen sicak bijellerden lama
50 pL damlatilmis ve bijellerin 10X ve 20X biiyiitmede mikroskobik gdriintiileri

alinmustir.

90:10 (H:0) || 90:10 1:0)
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Sekil 4.4. %0.05 (w/v) oraninda Sudan I ile boyanmis organojel kullanilarak olusturulan

bijellere ait 4X ve 10X biiyiitmedeki mikroskobik goriintiileri.

Sekil 4.4°teki bijellere ait mikroskobik goriintiiler degerlendirildiginde, boya oraninin
azaltilmasina bagli olarak organojel orani diisiikk bijellerde sik ve diizgiin kiiresel
damlaciklar elde edilirken, organojel orani fazla olan bijellerde boya, yag1 tamamen
boyadig1 i¢in seyrek ve daha kiicik boyutlarda damlaciklar gozlenmektedir. Bu
durumda 90:10 (H:O) bijel numunesi sik ve kiigiik kiiresel damlaciklar olustururken
70:30 (H:O) bijel numunesinde organojel damlaciklar1 daha biiyiik boyuttadir. Ayrica,
50:50 (H:O) bijel numunesinde ise daha biiylik yag damlaciklar1 gézlenmektedir. Zheng
ve ark. (2020) organojel fazda yer alan yag damlaciklariin, hidrojel oran1 yiiksek olan
bijellerde daha iyi dagilim gosterdigini belirtmislerdir [90]. Bu sonuglara gore, agirlikca
%0.05 (w/v) oraninda Sudan I boyasi kullanilarak hazirlanan diisiik organojel oranina
sahip bijellerde istenilen kiiresel damlaciklarin olugsmasi ve organojel fraksiyonlarinin
artmasi ile organojelin hidrojel fazi igerisindeki dagiliminin kii¢iik boyutlarda goriilmesi

yapilan c¢alismanin literatiirii destekledigini gostermektedir.

4.2.2. Mekanik Analiz Sonuclari

Hidrojel:yag faz orani bijellerin mekanik 6zelliklerini etkileyen 6nemli parametrelerden
biridir. Bijellerin kullanim amaci dogrultusunda, sertlik, yapiskanlik ve yayilabilirlik
gibi c¢esitli mekanik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla mekanik analiz testleri
yapilmaktadir. Sunulan tez c¢aligmasinda iretilen farkli organojel ve hidrojel

oranlarindaki bijellerin sertlik &zelliginin belirlenmesi amaciyla oda sicakliginda
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mekanik analiz testi gerceklestirilmis ve ilgili sonuglar Sekil 4.5’te verilmistir. Bu test
TA1 texture profile analyzer cihazi ile ¢ift sikistirma yontemi uygulanarak yapilmstir.
Mekanik analiz testi, silindirik bir prob kullanilarak 90 mm/dk hizda 50 N yiik hiicresi

ile gerceklestirilmistir.

1,05 -
1 4
0,95 -
0.9 -
085 - . . . .

90:10 70:30 50:50 30:70 10:90

Sertlik (N)

Bijel Oranlan (Hidrojel;Organojel)

Sekil 4.5. Hidrojel:organojel oranina bagli olarak bijellerde sertlik degisimi.

Calisma kapsaminda bijel iiretiminin oda sicakliginda gerceklestirilmesi bijellerdeki
mekanik Ozelliklerin belirlenmesinde Onemli bir etkendir. Ciinkii secilen sicaklik
organojel fazin kristalizasyon siirecini etkilemektedir. Disiik sicakliklarda yiiksek
sogutma hizina maruz kalan bijellerin, organojel fazi arttikga sertliginin de arttig
goriilmiistiir. Ancak, oda sicakliginda iiretilen bijellerde oranlar arasinda belirgin bir
farkin goriilmedigi belirtilmistir. Sekil 4.5’te iretilen bijellerin sertlik degerlerinde
hidrojel:organojel orani agisindan belirgin bir farklilik goriilmedigi gozlenmistir ve

sonugclar literatiirle uyumludur.

Bijellerin Optimum Olusum Siiresini Belirlemek icin Uygulanan Mekanik Analiz

Testi

Bijellerin optimum olusum siiresini belirlemek amaciyla esit oranda yag ve su fazi
iceren 50:50 (H:O) oranindaki bijel numunesi segilmistir ve bu oranda 1, 4, 7 ve 10 dk
sliresince homojenizasyon islemi uygulanarak olusturulan bijellerde mekanik analiz
testi gerceklestirilmistir. Mekanik analiz testi TA1 texture profile analyzer cihazi ile ¢ift
sikistirma yontemi uygulanarak yapilmistir. Bu test, silindirik bir prob kullanilarak 90

mm/dk hizinda 50 N yiik hiicresi ile ger¢ceklestirilmistir.
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Sekil 4.6. Bijel iiretiminde hidrojel ve organojelin optimum karigtirma siiresini

belirlemek i¢in yapilan mekanik analiz sonuglari.

Sekil 4.6’daki mekanik analiz sonuclar1 2 fazin karistirma siirelerinin sertlik agisindan
bir fark yaratmadigini gostermistir. Samiu ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada
da oda sicakliginda karistirma siiresindeki degisimin mekanik ozellikleri etkilemedigi

ve bu durumun hazirlama kosullarina bagli oldugu belirtilmistir [76].

4.2.3. Bijeller icin OBC Analizi

Bijellerin kararliligimmi belirlemek amaciyla mekanik analiz testine ek olarak yag
baglama kapasitesi (OBC) testi gergeklestirilmistir. Cizelge 4.1°de bijellere ait OBC

sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.1. Bijellere ait OBC sonuglari.

Hidrojel/

Organojel Oram 90:10 70:30 50:50 30:70 10:90
(H:0)

OBC (%) 95.00 £2.70 95.00+0.90 | 95.00+£1.34 | 97.00+0.66 | 99.00+0.06

Cizelge 4.1°de yer alan OBC degerlerinin 25°C’de olusturulan tiim hidrojel:organojel
oranlarindaki bijellerde birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Samiu ve ark. (2021)
tarafindan jelatin bazli hidrojel ve GMS bazli organojel kullanarak hazirlanan bijellere
ait bir calismada 25°C’de mekanik ozellikler ve yag tutma kapasitesi agisindan

bijellerde herhangi bir farklilik gézlenmezken, +4°C’de, sertlik ve OBC degerlerinin
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hidrojel ve organojel oranlarina gore degistigi goriilmiistir [69]. Bu durum, disiik
sicakliklarda daha gilicli GMS kristallerinin olusmasindan dolayr organojel orani

arttikca sertligin belirgin bir bigimde artmasindan kaynaklanmaktadir [76].

Bijel Uretiminde Hidrojel ve Organojelin Optimum Karistirma Siiresini

Belirlemek icin OBC Analizi

Bijel tiretiminde hidrojel ve organojelin optimum karigtirma siiresini belirlemek i¢in oda
sicakliginda (25°C) 1, 4, 7 ve 10 dk siiresince homojenizator ile 50:50 (H:O) oraninda
hazirlanan bijellere OBC testi uygulanmistir. Cizelge 4.2°de bijel iiretiminde hidrojel ve
organojelin optimum karistirma siiresini belirlemek i¢in yapilan OBC analiz sonuglari
gosterilmigtir. Analiz sonucunda siire agisindan bijellerin yag tutma derecelerinde
onemli bir farklilik goriilmemistir. Bu durum 50:50 (H:O) oranindaki bijellerin
hazirlama kosullarinin 25°C’de gergeklesmesine bagli olarak aciklanabilir. Ancak
karistirma siiresinin degisimine bagli olarak bijellerin goriintilerinde 6nemli farkliliklar
olugsmustur. Bu durum homojenizasyon siiresi ile karigtirma hizi arasindaki iligkiye
bagl olarak aciklanabilir. Kararli bijellerin olusumu iki asamada gerceklesir. Ik asama,
hidrojel ve organojel fazin ayrildigi ve biiyiik damlaciklarin olustugu birincil karigma
basamagidir. Ikinci asama ise olusan bu biiyilk damlaciklarm boyutunun, yiiksek
homojenizasyon enerjisi ile azalmasidir. Ek olarak, homojenizasyon sonunda damlacik
dagilimi iki karsit fiziksel siire¢ arasindaki dengeye gore degismektedir: 1) arayiiz
kuvvetleri ve homojenizasyon enerjisine bagli olarak damlaciklarin parcalanmasi ii)
emiilgator verimliligine bagli olarak damlaciklarin birlesmesidir. Bu yiizden
homojenizasyon siiresi ve hizi, damlacik boyutu ve jel kararlilig1 tizerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir [76]. Cizelge 4.2’de bijel iiretiminde hidrojel ve organojelin optimum

karistirma siiresini belirlemek icin yapilan OBC analiz sonuglar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Bijel iiretiminde hidrojel ve organojelin optimum karistirma siiresini

belirlemek i¢in yapilan OBC analiz sonuglari.

Hidrojel/Organojel
50:50 50:50 50:50 50:50
Oram (H:0)
Siire (dk) 1 4 7 10
OBC (%) 99.00+0.32 | 99.00+0.12 | 99.00+ 0.67 99.00+0.10
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4.2.4. Kimyasal Yap1 ve Faz Analizleri

4.2.4.1. ATR-FTIR Analizi

Bes farkli oranda hazirlanan bijeller ile hidrojel ve organojelin kimyasal yapt ve

fonksiyonel gruplarinin belirlenebilmesi i¢in 400-4000 cm* dalga boyu araliginda ATR-

FTIR analizi gerceklestirilmistir. Bu analizde literatiirii destekleyen sonuglara

ulagilmistir. Hidrojel, organojel ve bijellere ait FTIR spektrumlari Sekil 4.7°de

verilmistir. Spektrumda yer alan karakteristik pikler ise Cizelge 4.3°te gosterilmistir.

Gecirgenlik (%)

100:0 (H:O)

v 90:10 (H:0)
= ? - ’_:, - ~ e ——

70:30 (H:0)

- 50:50 (H:0) 5
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WIO:% (H:0) WM\

—\/_’W_ r
0:100 (H:0)
WW 6

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
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Sekil 4.7. Hidrojel, organojel ve bijellerin ATR-FTIR spektrumlari.

Cizelge 4.3. Hidrojel, organojel ve bijellere ait spesifik FTIR spektrum verileri.

Polimer Fonksiyonel Grup Dalga Boyu (cm™) Referans

Aloe vera ieli O-H gerilimi 3700-3100 [91]

] O-H biikiilmesi 1635 [92]

K- -carragenan O-H gerilimi 3378 [91]

- ilimi - 92

- C_H gerilimi 3000-2850 [92]
C=0 gerilimi 1730

Aloe vera vas: CH; aromatik amin 1423 [73]
yag C=0 gerilimi 1162
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Sekil 4.7 incelendiginde 3378 cm™ dalga boyunda gériilen pik, k- carrageenan tabanl
hidrojel faza ait O-H absorbansimi gostermektedir. Olduk¢a hidrofilik bir organik
malzeme olan Aloe vera jeli iki hidroksil pikine sahiptir. ilk olarak, 3700-3100 cm™ de
goriilen yayvan pik Aloe vera jeline spesifik O-H gerilmesini sergilemektedir ve Aloe
vera’yr olusturan mannoz, iironik asit ve galakturonik asit bilesenlerindeki O-H
gruplarindan ya da Aloe vera jelinde bulunan aloin ve emodin gibi fenolik gruplardan
gelmektedir [91]. ikinci olarak 1635 cm™ deki pik ise Aloe vera jelinin karakteristik O-
H biikiilme bandim gdstermektedir. Sekil 4.7°de, 3000-2850 cm™ araliginda gbriilen
pik, GMS’ye ait C-H gerilme titresimini, 1730 cm™ deki pik ise C=0O gerilme titresimini
belirtmektedir [92]. Ayrica, 1423 cm™ deki pik Aloe vera yagindan gelen CHs birincil
aminlerini, 1162 cm™’deki organojel oraninin artmasi ile goriilen keskin pik ise Aloe

vera yagindaki trigliseridlerin C=0 gerilmesini belirtmektedir [73].
4.2.4.2. X-151m difraktometresi (XRD) Analizi

Bijellerdeki kristalin yapilarin varligt XRD analizi ile karakterize edilmistir. Calisma
kapsaminda bes farkli oranda iiretilen bijellerin XRD analizi sonuglar1 Sekil 4.8°de
gosterilmektedir. Cizelge 4.4°te ise bijellere ait XRD spektrumlarindan elde edilen %

kristalinite degerleri belirtilmistir.

Cizelge 4.4. Bijellere ait % kristalinite degerleri.

Hidrojel/Organojel 10:90 30:70 50:50 70:30 90:10
Orami (H:0)
Kristalinite (%) 22.26 17.24 13.11 11.25 9.82
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Siddet

20

Sekil 4.8. Bijellerin XRD spektrumlari; (a) 10:90 (H:0), (b) 30:70 (H:0O), (c) 50:50
(H:0), (d) 70:30 (H:0), (e) 90:10 (H:0).

Sekil 4.8’deki XRD spektrumlarinda Aloe vera yagindan gelen trigliseridlerin varhigi ve
kristalin ozellikleri incelenmistir. Tim difraktogramlarda GMS igin ana karakteristik
pik 19.50° 20 degerinde gorilmiistir. Bu karakteristik pik, jel sistem igerisinde
immobilize olan siv1 yag igerisindeki trigliseridlerin varligin1 géstermektedir. Organojel
oraninin artmasina bagli olarak keskinlesen pik, Aloe vera yaginin GMS molekiilleri
sayesinde yapilandirilmasi sonucunda kristalinite durumunun artmasini ifade etmektedir
[37]. Sonuglar organojel orani yiiksek olan bijellerin kararli ve daha iyi mekanik

ozelliklere sahip oldugunu belirtmektedir.
4.2.4.3. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Bijellerin termal 6zellikleri diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) analizi ile, azot gazi
varliginda -10°C’den 200°C’ye 1sitma ve 200°C’den -10°C’ye sogutma olmak {izere iki
farkli donglide gerceklestirilmistir. Sekil 4.9°da DSC analizinde bijellere ait 1sitma

dongiisii termogramlarina yer verilmistir.

59



100 @)
(®)
Z ©
= 50
=
< (d)
=
(e)
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Sicaklik (°C)

Sekil 4.9. DSC analizinde bijellere ait 1sitma dongiisii; (a) 10:90 (H:0), (b) 30:70 (H:0),
(c) 50:50 (H:0), (d) 70:30 (H:0), (e) 90:10 (H:O).

Sekil 4.9’da bijellere ait 1sitma dongiisiinde hidrojel orani yiiksek olan bijel
numunelerinde 0-2°C sicakliklar arasinda hidrojel igerisindeki yari kristalin Aloe vera
jeline ait karakteristik erime piki (Tr) gozlenmistir. Ayrica 84-100°C sicaklik araliginda
goriilen pik ise Aloe vera jelindeki bagli suyun buharlasmasini gostermektedir. Yari
kristalin formundaki k-carrageenan ise bu sicakliklarda erime gergeklestirmedigi i¢in
goriilen  sicakliklarin ~ Aloe vera jelinden geldigi literatiirdeki g¢aligmalari
desteklemektedir. Literatiirde Ghan ve ark. (2020) DSC analizinin 1sitma dongiisiinde
56°C’de organojel igerisinde bulunan GMS kristallerinin  erime sicakligini
gozlemlemislerdir [75]. Yapilan c¢alismada GMS’nin erime sicakliklar1 literatiirde
verilen sicaklik degerleri ile Ortlismektedir ve hidrojel orani yiliksek bijel orneklerinde
bu pik siddeti diisiiktiir.

Literatiirdeki sonucglara gore calismada DSC analizinde 1sitma dongiisiinde goriilen
tiglincii erime sicakliginin k-carrageenan’dan geldigi goriilmektedir. Sekil 4.9°da 70-
80°C sicaklik araliginda goriilen pik k-carrageenan igin spesifik T, degeridir. Sonug
olarak yapilan DSC analizinde tiim bijel oranlarinda ortaya ¢ikan sicaklik degerleri ile

literatiirii destekleyecek sonuglara ulagilmistir.

Sekil 4.10°da bijellerin 200°C’den -10°C’ye olmak iizere sogutma dongiisiine ait analiz

gosterilmistir.
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Sekil 4.10. DSC analizinde bijellere ait sogutma dongiisii; (a) 10:90 (H:0), (b) 30:70
(H:0), (c) 50:50 (H:0), (d) 70:30 (H:0O), (e) 90:10 (H:0).

Sekil 4.10’da verilen bijellere ait sogutma dongiisiinde hidrojele ait sogutma piki
gbézlenmemistir. Bunun en 6nemli nedeni, once 1sitilip sonrasinda sogutma islemine
maruz birakilan bijellerde hidrojel fazda buharlagma meydana gelmesidir. Dolayisiyla
yapilan c¢alismada da hidrojelin sogutma dongiisiinde kristalizasyon sicakligina
rastlanmadigi icin hidrojelin buharlasmasi sonucunun literatiir ile uyumlu oldugu
goriilmektedir [30]. Bijellere ait sogutma dongiisiinde sadece organojel igerisinde
bulunan GMS’nin kristalizasyon sicakligi (~50-55°C) gozlenmistir. Organojelde
gorilen kristalizasyon sicakligi Aloe vera yagi ve GMS igerisinde bulunan kristallere

aittir. Organojel oraninin artmasina bagl olarak pik siddetlerinde artis gozlenmektedir.
4.2.4.4. Termogravimetrik (TGA) Analizi

Termogravimetrik analiz ile bijel yapisindaki kiitle kaybi1 ve bijeli olusturan
malzemelerdeki bozulma sicakligi tanimlanmustir. Sekil 4.11°de hidrojel, organojel ve
bijellerin 25-600°C sicaklik araliginda 1sisal kararliklari incelenmistir. Cizelge 4.5°te

bijellerde goriilen kiitle kayb1 6zetlenmektedir.
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Sekil 4.11. Bijellerin TGA termogramlari. (a) 10:90 (H:0), (b) 30:70 (H:0), (c) 50:50
(H:0), (d) 70:30 (H:0), (e) 90:10 (H:0).

Sekil 4.11°de Termogravimetrik analiz sonuglarina gore bijellerde hidrojel ve organojel
kaynakli 2 farkli termal degisim goriilmektedir. Hidrojel oraninin daha yiiksek oldugu
(90:10 (H:O), 70:30 (H:O)) bijellerde, hidrojelin suyun buharlagmasina bagli olarak
hizli bir sekilde kiitle kaybettigi goriilmiistiir. Organojel ve organojel oraninin ytliksek
oldugu (10:90 (H:0), 30:70 (H:0)) bijellerde ise hem 350-420°C sicakliklarda hem de
450-500°C de ge¢ bir kiitle kaybi gozlenmektedir [93]. Ek olarak, 350-420°C’de
goriilen kiitle kaybi GMS ile iliskili olup ara {irlinlin karbonizasyonu seklinde
aciklanabilir [94]. Sekil 4.11°de 450-500°C’de goriilen kiitle kaybi ise Aloe vera
yagmin erimesi sonucudur. Ilgili sonuglar incelendiginde yiiksek organojel oranina
sahip bijellerde daha yiiksek sicakliklarda kiitle kaybinin gerceklestigi ve termal
kararliligin arttigi goriilmistiir [93]. Cizelge 4.5°te TGA analizine gore farkli hidrojel ve
organojel oranlarina sahip bijellerin bozunmaya basladig: sicaklik (Tq1) ve maksimum

bozunma sicakliklari (Tg2) gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Bijellerin TGA analizi sonuglart.

Hidrojel 90:10 70:30 50:50 30:70 10:90
/Organojel Oran
(H:0)

(Hidrojele ait)
Ta CC) 60.23 45.36 36.46 70.18 57.27

Ta2 (C) 85.07 70.95 54.09 86.50 62.22

(Organojele ait)
Ta CC) 363.48 345.320 345.10 378.14 379.69

Ta2 (CC) 388.22 388.63 384.41 409.82 409.96

4.2.5. Reolojik Analiz

Bijellerin reolojik analizi 25°C ve 37°C’de gergeklestirilmistir. Bijel tiretimi oda
sicakliginda yapildigr i¢in 25°C, bijellerin transdermal sistemlerde bant amagl
uygulamalarda kullanilmasi agisindan da viicut sicakligi analiz sicakliklari olarak
secilmistir. Reolojik analizde depo modiilii (G’), malzeme igerisinde depolanan enerjiyi
gosterirken, kayip modiilli (G’’) ise malzeme igerisinde kaybedilen enerjiyi
gostermektedir. Depo modiilii malzemenin elastik 6zellikleri hakkinda bilgi verirken,
kayip modiilii malzemenin viskoz 6zellikleri hakkinda bilgi verir. Malzeme jellestikge,
G’ ve G degerleri, yani malzemenin elastik O6zellikleri ve viskozitesi artmaya
baslamaktadir. Reolojik analiz sonuglari Sekil 4.12°de verilmis olup asagidaki

kisimlarda detaylandirilmistir.
4.2.5.1. Genlik ve Frekans Taramasi

Genlik Taramasi: Gerinim taramast kontrollii salinim modunda yapilmis ve gerilim

degerleri ol¢iilmiistiir. Gerinim %0.001°den %500°e logaritmik olarak artirilmistir.
Acisal frekans 10 rad/s olarak ayarlanmistir. Cihaz her bir veri igin siireyi kendisi
ayarlamis; toplamda 35 veri alinmistir. 25°C ve 37°C olmak iizere; iki farkli sicaklik
i¢in Ol¢lim yapilmistir ve her sicaklik i¢in yeni bijel 6rnegi yiiklenmistir. Cizelge 4.6’da
bijellerin 25°C’deki genlik taramasi sonuglar1 gosterilirken Cizelge 4.7°de bijellerin

37°C’deki genlik taramasi sonuglar1 gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. Bijellerin 25°C’deki genlik taramasi sonuglari.

Lineer Viskoelastik Bolge — 25 °C

Bijel Gerinim (%) Depolama Kayip Modiil tan ¥
Limit Onerilen Modilii (Pa) (Pa)

10:90 (H:O) | 0.007 0.005 16839.0 2989.2 0.18

30:70 (H:0) | 0.012 0.005 28512.0 3388.4 0.12

50:50 (H:0) | 0.021 0.010 34680.0 7017.1 0.20

70:30 (H:0) 0.019 0.010 17407.0 2959.7 0.17

90:10 (H:0) 0.539 0.100 6292.3 817.3 0.13

Cizelge 4.7. Bijellerin 37°C’deki genlik taramasi1 sonuglari.

Lineer Viskoelastik Bolge — 37 °C

Bijel Gerinim (%) Depolama Modiilii | Kayip Modiil tan ¥
Limit | Onerilen (Pa) (Pa)

10:90 (H:O) 0.005 0.001 59554 12072 0.20

30:70 (H:O) 0.017 0.010 39480.0 8234.6 0.21

50:50 (H:0) 0.205 0.010 25424.0 5818.7 0.23

70:30 (H:0) 0.046 0.010 8703.7 1418.6 0.16

90:10 (H:0) 0.707 0.500 4412.4 580.6 0.13

Sekil 4.12.C ve D’de verilen 25°C ve 37°C’deki gerinim taramast sonuclari lineer
viskoelastik bolgedeki G’ degerleri G’ degerlerinden daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Cizelge 4.6 ve 4.7°de verilen 25°C ve 37°C’deki olglim sonuglari
karsilastirildiginda tan ¥ degerlerinin 37°C’de daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Bunun en 6nemli nedeni sicaklik artisi ile bijellerdeki organojel fazin biitiinliigiiniin
azalmasi ve akiskanligin artmasidir. Ancak her iki sicaklik degerinde de kayip modiiliin
depo modiile orani olan tan ¥ degerleri ise 1’in altindadir. Bu durum tiim bijel

oranlarinin jel davranisi sergiledigini gdstermektedir.
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Frekans Taramasi: Gerinim kontrollii salinim modunda test yapilmis ve gerilim

degerleri Olgiilmiistiir. Agisal frekans 100 rad/s’den 0.1 rad/s’ye logaritmik olarak
azaltilmistir. Frekans taramasinda 25°C ve 37°C olmak iizere, iki farkli sicaklik icin
Olctim yapilmistir ve lineer viskoelastik bolgede calisildigindan, iki farkli sicaklik i¢in

ayni1 bijel 6rnegi kullanilmstir.

Sekil 4.12.A ve B’de verilen frekans sonuglarina bakildiginda her iki sicaklikta da lineer
viskoelastik bolgede G’> G’’ oldugu goriilmiistiir. Elde edilen bu bulgular da tiim
frekans araligit boyunca malzemelerin viskoelastik oOzellige sahip oldugunu

kanitlamaktadir ve sonuglar literatiir ile uyumludur [78, 95].

Sekil 4.12°de verilen tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde gorsel olarak kuvvetli
jel yapisina sahip olmas1 beklenen, 70:30 (H:O) ve 90:10 (H:O) oranlarindaki bijellerin
lineer viskoelastik bolgede daha uzun siire lineer Ozellik gosterdigi ve daha geg
deformasyona ugradigi goriilmektedir. Bu durum 70:30 (H:O) ve 90:10 (H:O) bijelllerin
viskoelastik bolgede daha diisiik tan ¥ degerlerine sahip olmast ve daha sert bir yap1
gostermesi ile sonuglanmaktadir. Ayrica sicaklik arttikga organojel orani yiiksek olan
10:90 (H:0) ve 30:70 (H:O) numunelerde akigkanligin artmasina bagli olarak tan ¥
degerlerinin arttig1i gozlenmistir. Tim oranlardaki bijeller viskoelastik 06zellik
gosterirken, 6zellikle 37°C’deki 70:30 (H:O) bijellerin en yiiksek viskoelastik 6zellige
sahip oldugu goriilmiistir. Bu sonu¢ Boliim 4.2.1°de verilen morfolojik goriintiileri
destekler nitelikte olup, reolojik ozellikler agisindan 70:30 (H:O) bijel grubunun

transdermal sistemler i¢in en ideal bijel oran1 oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.12. Bijellerin A) 25°C, B) 37°C’deki frekans taramasi ve C) 25°C, D) 37°C’deki genlik taramas1 sonuglari.
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4.2.5.2. Sicakhik Taramasi

Tez calismasi kapsaminda gerinim Kkontrollii salinim modunda analiz yapilmis ve
gerilim degerleri Ol¢lilmiistiir. Gerinim lineer viskoelastik bolgeden secilmis olup;
%0.001 gerinim uygulanmistir. Agisal frekans 10 rad/s olarak ayarlanmistir. Cihaz her
bir veri i¢in siireyi kendisi ayarlamis; toplamda 35 veri alinmistir. Sicaklik degisimi
i¢in; iki dongii yapilmistir. Ilk dongiide 4°C’den 80°C’ye 1sitma yapilmistir. Ikinci
dongiide ise; 80°C’den +4°C’ye sogutma yapilmistir. Bu sicaklik araligi, bijellerin
+4°C’de muhafaza edilmesi, 25°C’de jellesmesi ve 80°C’de erimesinden dolay1
secilmigtir. Yapilan sicaklik taramasi sonuglari Sekil 4.13 ve Cizelge 4.8 ile
aciklanmaktadir. Sicaklik taramasinda Cizelge 4.8’deki sonuglar degerlendirildiginde
1sitma dongiisiinde bes farkli orandaki bijellerin jelasyon sicakligi ile kristalizasyon
sicakligi gosterilmektedir. Bu sicakliklar, literatiirle [96] karsilagtirildiginda 1sitma
dongiisiindeki erime sicakligt GMS’nin erimesine bagl olarak jellesme sicakligini
gosterirken, sogutma dongiisiinde ise GMS’nin 1s1 vererek, kristaller olusturdugu
kristalizasyon sicakliginin goriildiigli belirlenmistir. Cizelge 4.8.’de bijellere ait sicaklik

taramasi sonuglar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.8. Bijellere ait sicaklik taramasi sonuglari.

Bijel Erime Sicakhg: Kristalizasyon Sicakhig:
(’C) (S
10:90 (H:0) 67.79 74.74
30:70 (H:0) 68.85 64.03
50:50 (H:0O) 67.07 72.43
70:30(H:0O) 69.87 76.62
90:10 (H:0) 63.70 42.16
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Sekil 4.13. Bijellerin sicaklik taramasi sonuglart.
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4.2.5.3. Viskozite Ol¢iimii

Bes farkli orandaki bijel numunelerinin 0.001-100 s™ gerinim degeri araliginda 25°C ve
37°C olacak sekilde iki farkli sicaklikta viskozite Olcltimleri gergeklestirilmistir. Sekil
4.14°te bijellerin 25°C’deki viskozite Ol¢iim sonucglar1 gosterilirken Sekil 4.15°te

bijellerin 37°C’deki viskozite 6lglim sonuglari gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Bijellerin 25°C’deki viskozite 6l¢lim sonuglari.
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Sekil 4.15. Bijellerin 37°C’deki viskozite dl¢lim sonuglari.

Sekil 4.14 ve 4.15’te bijellere ait viskozite Olglim sonuglarinda her iki sicaklik
degerinde de bijellerin kayma ile incelen (shear-thinning) Newtonian olmayan akiskan
ozellik gosterdigi goriilmektedir. Sekil 4.14’te verilen 25°C sicaklikta viskozitelerin
organojel orani arttikca azaldigi goriilmektedir. Bijel formiilasyonlarinda hidrojel
oraninin artmasi ile viskozite artisinin en 6nemli nedeni, hidrojellerdeki molekiiller arasi

hidrojen bagmin bijel formiilasyonlarindaki yapmin sertligini artirmasindan
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kaynaklanabilir. Literatiirde Rehnman ve ark. (2014) yaptig1 ¢caligmada hidrojel oraninin
artmasma bagli olarak viskozitenin arttigt gozlenirken organojel oraninin artmasina
bagli olarak viskozitenin azaldig1 goriilmiistiir [93]. lgili sonuglar incelendiginde, oda
ve viicut sicakligindaki bijellerin viskozite profilleri arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir. Ancak Sekil 4.15’te hidrojel orani yiiksek olan 90:10 (H:0), 70:30
(H:O) ve 50:50 (H:O) bijel gruplarindaki viskozite degerlerinin, sicaklik artigindan daha
cok etkilendigi goriilmiistiir. Bu durumun ise hidrojel kismindaki k-carrageenan ve Aloe

vera jelinin miktari ile iliskili oldugu diistinilmistiir [97].
4.3. In-Vitro Sitotoksisite Calismalari

Sitotoksisite ¢aligmalart icin ISO 10993-5 standardi kapsaminda farkli diliisyonlardaki
(%25, %50, %100) ekstraktlarla 1929 fare fibroblast hiicrelerinin 3 giin boyunca
kiiltiirii gergeklestirilmistir. Hiicre ¢ogalmasi ve canliligt MTT analizi ile incelenmistir.
Bu analizde, biiyiime ortamina % 10 (v/v) dimetil siilfoksit (DMSO) eklenmis hiicre
grubu pozitif kontrol, biiyiime ortamina ekstrakt eklenmemis hiicre grubu ise bos
kontrol grubu olarak belirlenmistir. Bos kontrol grubunun canlilig1 %100 olarak alinmis
ve farkli diliisyonlardaki ekstrakt eklenmis hiicre gruplarinin absorbans degerleri, bos
kontrol grubunun absorbans degerlerine boéliinerek ylizde canlilik degerleri

hesaplanmistir (Sekil 4.16).
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canliliklar1. Biiylime ortamina % 10 (v/v) DMSO eklenmis hiicre grubu pozitif kontrol
grubu olarak belirlenmistir. (Istatistiksel olarak anlamli farklar su sembollerle
gosterilmistir; n=3, *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001).
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ISO 10993-5/ EN 30993 standardina gore %70’in altindaki canlilik malzemenin toksik
etkisi oldugunu gostermektedir. Buna ek olarak, ekstraksiyon diliisyonlarinin azalmasi
ile hiicresel canlilik da azaliyorsa materyalin hiicreler lizerinde toksik etkisinin oldugu
sOylenebilir. MTT analizinin sonuclarina gore tiim oranlardaki bijellerde %70’in
tizerinde canlilik goriilmekte olup (Sekil 4.16.), bijellerin hiicreler tizerinde herhangi bir

toksik etkisinin olmadigi belirlenmistir.

4.4. In-Vitro Biyoaktif Ajan Salim Calismalari

Terapotik nanopartikiil (NP) teknolojileri, ilag gelistirme siirecinde yenilik¢i olup
farmasotik  endistri  icin  Onemli potansiyele sahip malzemelerdir. Polimerik
nanopartikiiller, ilaclar1 kapsiilleyebilir ve optimal ila¢ konsantrasyonu araliginda sabit
oranlarda ilag¢ salimin1 saglayarak ilaglarin in vivo terapétik etkinligini artirabilir. Ayrica
toksik, stabil olmayan ve diisiik ¢ozliniirliige sahip ilaglarin kullanimini da kolaylastirir
[98]. Bu calismada nanopartikiil {iretim asamasinda parenteral uygulamalar igin ilag
dagitim sistemlerinde FDA onayli biyobozunur bir polimer oldugu i¢in poli(laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA) kopolimeri kullanilmistir. PLGA kopolimeri, biyoaktif ajani
bozulmadan koruyarak belirli organlara ve hiicrelere hedefleme avantaji sunmasi
acisindan ¢alismalarda siklikla tercih edilmektedir [99]. Melatonin, 1s18a olan duyarliligi
ve yart Omriiniin kisa olmasi nedeniyle gerekli biyoyararlanimi saglamasi agisindan
yetersiz kalmaktadir. Bunun i¢in melatoninin polimerik nanopartikiil tasiyicilarla
tasinmas1 biyomedikal uygulama alanlarinda 6nemli avantaj saglamaktadir. Tez
calismasinda melatonin PLGA nanopartikiiller icerisine ikili emiilsiyon hazirlama
¢oziicii buharlastirma yontemi kullanilarak yiiklenmistir. Bu sayede melatoninin sabit

dozlarda uzun siireli saliminin saglanmasi amag¢lanmustir.

4.4.1. Bos PLGA Nanopartikiillerin Uretim Kosullarinin Belirlenmesi

Bos PLGA nanopartikiiller, tekli emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi kullanilarak
uretilmistir. Bu yontemde polimer iceren organik faz ile ylizey aktif madde iceren sulu
faz bulunmaktadir. iki faz karistirildiktan sonra emiilsiyon olusmakta, sonrasinda
organik ¢oziicli uzaklastirilarak nanopartikiillerin {iretimi saglanmaktadir. Bu yontem,
yiiksek hizli homojenizatdr kullanilarak gerceklestirilmektedir. Uretilen bos PLGA
nanopartikiillerin boy ve boy dagilimlarmi belirlemek i¢in DLS analizi
gerceklestirilmistir. DLS sonuglarina ek olarak, nanopartikiillerin boy ve boy

dagilimlar1 SEM goriintiileri kullanilarak Imaje J (NIH,Bethesda, MD, ABD) programi1
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ile de belirlenmistir. Cizelge 4.9°da bos PLGA nanopartikiillerin ortalama caplar1 ve
coklu dagilim endeksleri gosterilirken, Sekil 4.17°de bos PLGA nanopartikiillere ait

SEM goriintiilerine yer verilmistir.

Cizelge 4.9. Bos PLGA nanopartikiillerin boy ve boy dagilimi.

Formiilasyon Ortalama Partikiil Ortalama Partikiil Coklu Dagilim

Cap1 (nm) (DLS) Cap1 (nm) (Imaje J) Endeksi (PDI) (DLS)

Bos PLGA
nanopartikiil

249.7+£13.0 174.0+26.0 0.29 £0.07

Partikiillerin boy dagilimlar1 ¢oklu dagilim endeksi (PDI) ile ifade edilmektedir. PDI
degerinin sifira yakin olmast es boy dagilimma sahip partikiillerin  varliginm
gostermektedir. Bos PLGA nanopartikiillerin ortalama ¢ap ve PDI degerleri sirasiyla,
249.7+£13.0 nm ve 0.29+0.07 olarak belirlenmistir. Imaje J programi SEM

goriintiilerinden belirlenen ortalama ¢ap degeri ise 174.0 + 26.0 nm olarak bulunmustur.

Sekil 4.17. Bos PLGA nanopartikiillere ait farkl biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri A)
10 000 X, B) 20 000 X.

Partikiillerin morfolojisini belirlemek i¢in SEM analizi gerceklestirilmigtir. SEM
sonuglarina gére 15000 rpm homojenizasyon hizinda 7 dk siiresince homojenize
edilerek hazirlanan bos PLGA nanopartikiillerin diizgiin kiiresel yapida oldugu ve
boyutlarinin birbirine yakin oldugu goriilmistir (Sekil 4.17.B). Bazi bolgelerde
partikiillerin homojen olarak dagilamayip yigin yapilar olusturduklar1 goézlenmistir

(Sekil 4.17.A).
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4.4.2. Melatonin Yiiklii PLGA Nanopartikiillerin Uretimi ve Karakterizasyonu

Melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerin {iretimi i¢in ikili emiilsiyon hazirlama ¢6ziicii
buharlastirma yontemi kullanilmistir. PLGA nanopartikiillerin iiretimi sirasinda organik
faza agirlik¢a oran1 %6 (w/v), %10 (w/v) ve %20 (w/v) olacak sekilde melatonin
eklenmistir. Poli(vinil alkol) (PVA) ve didodesil dimetil amonyum bromiir (DMAB)
olmak tizere 2 farkli stabilizator; etil asetat ve diklorometan (DCM) olmak iizere 2 farkl
organik c¢oziicii kullanilarak 8 farkli formiilasyonda melatonin yiikli PLGA
nanopartikiillerin tiretimi gergeklestirilmistir. Melatoninin amfifilik 6zellikte bir ilag
olmasindan dolay1 organik faz ve sulu fazin karistirilmasi sirasinda sulu faza difiizyonu
gerceklesebilmektedir, bu nedenle iiretim sirasinda diiflizyonu engellemek amaciyla
sulu faza da bir miktar melatonin eklenmistir. Sulu faza agirlik¢a %0.2 (w/v) ve %1

(w/v) melatonin eklenmistir.
4.4.2.1. Enkapsiilasyon Verimi

PLGA nanopartikiiller iiretilirken, organik fazda bulunan melatonin miktarinin ne
kadarinin partikiiller tarafindan hapsedildigini belirlemek amaciyla partikiiller sirastyla
DCM ve saf asetonitril icerisinde ¢ozdiiriilerek partikiil i¢erisine hapsedilen melatonin
konsantrasyonu 279 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olc¢iilmiistiir. Sekil

4.18’de enkapsiilasyon veriminin hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon grafigi

gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Melatoninin kalibrasyon grafigi.
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Cizelge 3.1’de  belirtilen sekiz farkli formiilasyonun enkapsiilasyon verimi
karsilastirildiginda, organik faza eklenen ila¢ miktarinin artmasi ile enkapsiilasyon
veriminin azaldigi belirlenmistir. Bu durum melatoninin amfifilik bir yapida olmasindan
dolayi, partikiil olusurken melatoninin sulu fazlara diflizyonundan kaynaklanmaktadir.
Bu durumun engellenebilmesi amaciyla, ¢alismada birinci sulu faza eklenen melatonin
miktar1 (4 mg) sabit tutulmus, ikinci sulu faza 4 veya 20 mg melatonin eklenmistir.
Ikinci sulu faza eklenen melatonin miktarmin artmasiyla enkapsiilasyon veriminin
arttig1 belirlenmistir. En yiiksek enkapsiilasyon verimi, ikinci sulu faza eklenen
melatonin miktar1 20 mg olan grupta goriilmiistiir. Melatonin yiikli PLGA
nanopartikiillerin enkapsiilasyon verimleri ve ilag yiikleme kapasiteleri Cizelge 4.10’da

sunulmustur.
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Cizelge 4.10. Sekiz farkh

formiilasyonla {retilen melatonin yiikli PLGA

mikro/nanopartikiil enkapsiilasyon verimleri ve ilag yiikleme kapasiteleri.

Modifiye Edilmis ikili Enkapsiilasyon Verimi, Yiiklenen ilac,

Emiilsiyon (w1/0/w2) No: EE (%) DL (%)
F1 12.3+£0.2 1.5+0.02
F2 94+13 1.8+0.2
F3 6.4+0.3 3.1+0.1
F4 39.7+£0.2 3.6 £0.01
F5 8.3+0.2 0.6 +0.02
F6 6.7+0.1 1.17 £0.01
F7 3.5+0.1 1.7+0.02
F8 18.6+1.4 1.8 +0.15

Cizelge 4.10’a gore en yiiksek enkapstilasyon verimi ve ilag yiikleme kapasitesi F4’de,
ikinci sirada ise F8’de bulunmustur. PLGA partikiillleri iiretilirken organik faza eklenen
melatonin miktarinin artmasi ile enkapsiilasyon verimi azalmistir. Keum ve ark. (2011)
[100] yaptiklar1 ¢alismada tekli emiilsiyon hazirlama-¢oziicii buharlastirma yontemini
kullanarak dosataksel yiikli PLGA nanopartikiiller sentezlemislerdir. Calisma
kapsaminda organik faza eklenen Dosataksel miktarinin enkapsiilasyon verimi
tizerindeki etkisi aragtirilmis ve sonug olarak enkapsiilasyon verimindeki artisin organik
faza eklenen dosataksel miktar1 ile orantili olmadig goriilmistir. Yiklenen ilag
miktarinin artis1 ile enkapsiilasyon veriminin ilk olarak arttigi ve belli bir degere
ulagtiktan sonra azalmaya bagsladigi belirtilmistir. Enkapsiilasyon verimindeki artis
PLGA ile etkilesen Dosataksel miktarinin artisi ile agiklanirken, azalis Dosataksel’in

sulu faza difiizyonu ile agiklanmustir.

Sahana ve ark. (2008) [101] yaptiklar1 ¢alismada emiilsiyon hazirlama-¢6ziicii

buharlastirma yontemi ile estradiol yiiklii PLGA nanopartikiiller tireterek farkli
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stabilizatorlerin enkapsiilasyon verimi iizerine etkisini arastirmiglardir. Stabilizator
olarak PVA’nin kullanildigi durumda daha yiiksek enkapsiilasyon verimi bulunmustur.
Bu durum, estradioliin PVA ile hazirlanan sulu faz igerisindeki ¢oziiniirliigiiniin diisiik

olmasi ile agiklanmustir.

Musumeci ve ark. (2013) [101] yaptiklar1 ¢alismada ¢oziicii yerdegistirme yOntemiyle
melatonin yiikkli PLGA nanopartikiiller iiretmislerdir. Calisma kapsaminda polimere
gore oram1 %5 (w/w) olacak sekilde melatonin organik faza ilave edilmis ve
enkapsiilasyon verimi ~%35 olarak bulunmustur. Enkapsiilasyon verimini artirmak
amactyla PLGA polimerine ek olarak amfifilik bir polimer olan polietilen glikol (PEG)
kullanilmis ve PLGA-PEG nanopartikiilleri tiretilmistir. PLGA-PEG nanopartikiillerin

enkapsiilasyon verimi ~%25 olarak bulunmustur.

Calisma kapsaminda kullanilan stabilizatorlerin de enkapsiilasyon verimi iizerinde etkisi
bulunmaktadir. Diklorometan (DCM) yiiksek uguculuga, diisikk kaynama noktasina ve
su ile iyi karisabilme Ozelligine sahip oldugu icin ilag kapsiillemede ¢oziici
buharlastirma tekniginde en yaygin kullanilan ¢oziictilerdendir. Etil asetat DCM’e gore
daha az toksik olup suda daha fazla ¢oziinme 6zelligindedir. Etil asetatin suda yiiksek
¢Oziiniirliige sahip olmasi ilacin suda kaybolmasina neden olacagi igin enkapsiilasyon
verimini distirecektir. Diklorometan (DCM) suda az ¢6ziindiigi i¢in ilacin suya
diftizyonu azalacak ve enkapsiilasyon verimi artacaktir [102]. DCM’in buhar basincinin
yiikksek olmasina bagli olarak DCM partikiil siispansiyonundan hizli bir sekilde
uzaklasacaktir. Boylece, ortamdaki ilag sulu faza difiizlenmeden partikiiller ¢cokecek ve

ilacin enkapsiilasyon verimi artacaktir [103].

Sonug olarak, literatiirdeki ¢alismalar dogrultusunda organik ¢oziiclinlin ve stabilizator
¢esidinin emiilsiyon hazirlama ¢6ziicli buharlagtirma yontemi ile iiretilen partikiillerin
enkapsiilasyon verimleri iizerinde etkili parametreler oldugu vurgulanmistir. Tez
calismas: kapsaminda hazirlanan formiilasyonlardan organik ¢oziicii olarak DCM’in,
stabilizator olarak PVA’nin kullanildigi F4 formiilasyonu ile iiretilen partikiillerin en

yiiksek enkapsiilasyon verimine sahip oldugu goriilmustiir.

En yiiksek enkapsiilasyon veriminin elde edildigi F4 formiilasyonu ile diiretilen
partikiillerin ortalama ¢ap degerleri DLS analizi ile incelenmis ve 1564.3 + 143.7 nm
olarak bulunmustur. Partikiillerin boyutlarinin mikrometre mertebesinde oldugu

belirlenmistir. Bu nedenle ¢alismanin devaminda nanopartikiil iiretim yontemlerinden
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ikinci en yiiksek enkapsiilasyon verimine sahip, partikiil ¢ap1 533.7 + 17.2 nm olan F8

formiilasyonunun kullanilmasina karar verilmistir.

Sekil 4.19. Melatonin yiikli PLGA nanopartikiillere ait (F8 formiilasyonu ile tiretilen)
farkl1 biiytitmelerdeki SEM goriintiileri A) 10 000 X, B) 20 000 X, C) 40 000 X.

Bos PLGA nanopartikiillerde oldugu gibi melatonin yiiklii nanopartikiillerin de yap1
olarak kiiresel morfolojiye sahip oldugu ve yiizeylerinde herhangi bir piiriizlilik
bulunmadig goriilmektedir. Uretilen melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerin ortalama
cap ve ¢oklu dagilim endeksi (PDI) degerleri sirastyla 533.7 = 17.2 nm ve 0.21 + 0.09
olarak bulunmustur. Bos PLGA nanopartikiiller ile kiyaslandiginda yapiya melatonin
katilmas1 ile nanopartikiil morfolojisi iizerinde herhangi bir etki olugmamistir.
Melatonin yiikli PLGA nanopartikiillerde yapiya nanopartikiil eklenmesi ile boyut

dagiliminin farklilastig1 ve ¢ap dagiliminin arttig1 gorilmiistiir.
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4.42.2. ATR-FTIR Analizi

Uretilen nanopartikiillerin kimyasal yap1 ve fonksiyonel gruplarmin belirlenebilmesi ve
kullanilan DMAB ve PVA stabilizorlerinin iiretim yapildiktan sonra partikiillerden
uzaklasip uzaklagmadigini gormek amaciyla ATR-FTIR analizi gergeklestirilmistir.
PLGA kopolimeri ile hazirlanmig bos ve melatonin yiikli nanopartikiiller ile saf

DMAB’ye ve saf melatonine ait spektrumlar Sekil 4.20.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.20. PLGA kopolimeri ile hazirlanmis bos ve melatonin yiiklii nanopartikiiller ile
saf DMAB’ye ve saf melatonine ait ATR-FTIR spektrumlari.

Sekil 4.20.ye gore 1760 cm™ dalga boyunda ait C=0 gerilmesine ait pik [104] PLGA
kopolimerine ait olup bos PLGA nanopartikiillerde ve melatonin yiikli PLGA
nanopartikiillerde goriilmektedir. Bu durum polimerin partikiil formuna geldiginde
kimyasal yapisinda herhangi bir degisikligin olmadigin1 gdstermektedir. 2835-2840 cm”
! dalga boyuna ait pik, saf DMAB’ye ait olup alifatik C-H piklerini belirtmektedir [105].
Uretilen nanopartikiillere ait spektrumda saf DMAB’ye ait pik yer almadif1 i¢in bu
durum PLGA nanopartikiillerin iiretim sonrasi gerceklestirilen yikama islemi ile
DMAB’1n partikiillerden tamamen uzaklastigim gostermistir. Saf melatonin, 3305 cm™
dalga boyunda NH, gerilmesine ait pik gostermektedir. Melatonin yiikli PLGA
nanopartikiillerde saf melatonine ait bu pik bulunmamistir. Bunun nedeni eklenen

melatonin oraninin polimer oranindan daha diisiik olmasi ile sonuglanmaktadir [106].
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4.5. In-Vitro Melatonin Salim ve Salim Kinetiginin Matematiksel Analizi
4.5.1. PLGA Nanopartikiillerden Melatonin Salima

In-vitro melatonin salim ¢alismalar1 enkapsiilasSyon verimi en yiiksek olan F8
formiilasyonuna ait nanopartikiiller ile 15 giin boyunca 3 paralel 6rnek seklinde
gerceklestirilmistir. PLGA nanopartikiillerden salinan melatonine ait yiizde kiimiilatif
salim grafikleri ve mg melatonin miktarlarin1  gosteren veriler Sekil 4.21°de

sunulmustur.
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Sekil 4.21. Melatoninin PLGA nanopartikiillerden melatoninin kiimiilatif salimi A) 15
giinlik (%) B) 24 saatlik (%) C) 15 giinliik (salim caligsmast kapsaminda 10 mg
nanopartikiil kullanilmig olup, 1 mg nanopartikiil %18.6 enkapsiilasyon verimi ile 0.1

mg melatonin yiiklidiir).
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Ani patlama etkisi ile salim, PLGA partikiillerin yiizeyine elektrostatik etkilesimlerle
tutunan melatoninin partikiil yapisindan uzaklasarak salim ortamina geg¢mesi sonucu
gerceklesmektedir. Boylece, salim hizi heniiz stabil bir profile ulasmamis olur [107].
[k 24 saatte melatoninin yaklasik olarak %33 {iniin difiizyon mekanizmas: ile kontrollii
bir sekilde salimi gozlenirken (Sekil 4.21.B), on bes giinliik salim ¢aligmalar1 sonunda
partikiil i¢erisinde bulunan melatoninin yaklasik %39.7’sinin difiizyon mekanizmasi ile
kontrollii bir sekilde salindig1 gorilmistiir (Sekil 4.21.A). Poli (laktik-ko-glikolik asit)
nanopartikiillerden salinan kiimiilatif melatonin miktar1, 1.saat, 24. saat, 5. giin ve 15.
giin i¢in sirasiyla, yaklagik 0.21, 0.33, 0.37 ve 0.40 mg olarak hesaplanmistir (Sekil
4.21.C).

4.5.2. Melatonin Yiiklii PLGA Nanopartikiil Iceren Bijellerden Melatonin Salimi

In-vitro melatonin yiikli PLGA nanopartikiil i¢eren bijellerden salim ¢aligmalari
gerceklestirilirken 70:30 (H:O) oranima ait bijeller se¢ilmistir. Bu orana ait bijeller,
morfolojik goriintiillemede uygun, diizenli ve kiiresel damlaciklara sahip oldugu ayni
zamanda reolojik davranisina gore kayma hizinin artmasina bagl olarak viskozitesinin
azalmasi ile daha iyi yayilabilirlik 6zelligi gosterdigi icin tercih edilmistir [32].
Yetmis:otuz (H:O) oranina ait bijellere karar verildikten sonra bu orana ait bijellere 3
paralel olacak sekilde melatonin yiiklii PLGA nanopartikiil eklenerek 15 giin boyunca
melatonin salim davranisi incelenmistir. Melatonin ylikli PLGA nanopartikiil iceren
bijellerden salinan melatonine ait ylizde kiimiilatif salim grafikleri ve mg melatonin

miktarlarini gosteren veriler Sekil 4.22°de sunulmustur.
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Sekil 4.22. Melatonin yiikli PLGA nanopartikiil iceren bijellerden melatoninin
kiimtlatif salim1 A) 15 giinliik (%) B) 24 saatlik (%) C) 15 giinliik (salim ¢aligmasi
kapsaminda 1 g bijele 10 mg nanopartikiil ilave edilmis olup, 1 mg nanopartikiil %18.6

enkapsiilasyon verimi ile 0.1 mg melatonin yiikliidiir).

Melatonin yiiklii PLGA nanopartikiil i¢eren bijellerde PLGA nanopartikiillere kiyasla
daha diisiik bir ani patlama etkisi goriilmiistiir. Ilk 24 saatte melatoninin yaklasik olarak
%5.7’sinin diflizyon mekanizmasi ile kontrollii bir sekilde salimi goézlenirken (Sekil
4.22.B), on bes giinlik salim c¢alismalar1 sonunda partikiil igerisinde bulunan
melatoninin yaklagik %38.9’unun difiizyon mekanizmasi ile kontrollii bir sekilde
salindig1 goriilmiistiir (Sekil 4.22.A). Diisiik miktarda ani patlama etkisi ile salim,

nanopartikiil yiizeyinde bulunan melatonin molekiillerinin bijel icerisinde enkapsiile
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olmasi ile agiklanabilir. Melatonin yiiklii PLGA nanopartikiil iceren bijellerden salinan
kiimiilatif melatonin miktari, 1.saat, 24. saat, 5. giin ve 15. gilin i¢in sirasiyla, yaklasik

0.045, 0.057, 0.058 ve 0.084 mg olarak hesaplanmistir (Sekil 4.22.C).

4.5.3. Serbest Melatonin Yiiklii Bijellerden Melatonin Salima

In-vitro melatonin yiiklii bijellerden salim g¢alismalar1 gergeklestirilirken segilen 70:30
(H:O) oranina ait bijellere 3 paralel olacak sekilde melatonin ilave edilmis ve 15 giin
boyunca melatonin salim davranigi incelenmistir. Melatonin yiiklii bijellerden salinan
melatonine ait yiizde kiimiilatif salim grafikleri ve mg melatonin miktarlarini gosteren

veriler Sekil 4.23’°te sunulmustur.
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Sekil 4.23. Serbest melatonin yiiklii bijellerden melatoninin kiimiilatif salimi A) 15
giinliik (%) B) 24 saatlik (%) C) 15 giinliik (salim ¢alismas1 kapsaminda 1 g bijele 1 mg

serbest melatonin ilave edilmistir).

Serbest melatonin yiiklii bijellerde PLGA nanopartikiillere kiyasla, ani patlama etkisi ile
daha yiiksek miktarda melatonin salinmistir. Bu durum, bijel yiizeyinde bulunan serbest
melatonin miktarmin nanopartikiillere gore fazla olmasi ile agiklanabilir. Ik 24 saatte
melatoninin yaklasik olarak %36.4’iiniin difiizyon mekanizmasi ile kontrollii bir sekilde
salimi gozlenirken (Sekil 4.23.B), on bes giinlik salim caligsmalar1 sonunda bijel

igerisinde bulunan melatoninin yaklagik %52.5’inin diflizyon mekanizmasi ile kontrollii

bir sekilde salindig1 goriilmiistiir (Sekil 4.23.A).
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Serbest melatonin yiiklii bijellerden salinan kiimiilatif melatonin miktari, 1.saat, 24.
saat, 5. glin ve 15. giin i¢in sirasiyla, yaklasik 0.25, 0.37, 0.36 ve 0.52 mg olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.23.C).

Melatonin salim verileri karsilastirildiginda, en yliksek kiimiilatif salimin serbest
melatonin yiiklii bijellerden, ardindan melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerden, en
diisiik ise melatonin yiiklii PLGA nanopartikiil iceren bijellerden gergeklestigi
goriilmiistiir. Bu durum beklenen bir sonugtur. Ciinkii ilag, nanopartikiil ve bijel
igerisinde nanopartikiiliin boyutuna bagl olarak daha yavas ve kontrolli stirekli salim
davranig1 gosterir. Vanoli ve ark. (2022) etosuksimid ve dimetilfumarat olmak iizere,
sirastyla  hidrofilik ve lipofilik ozellikteki bu iki ilact jel bazli nanopartikiillere
enkapsiile etmislerdir. Ardindan ilag yiiklii bu nanopartikiilleri, bijeller igerisine dahil
ederek bu iki ilacin salim davramisini arastirmislardir. Calisma sonucunda her iki ilacin
da jel bazli nanopartikiil igeren bijellerden saliminin bijellere gore daha yavas ve
kontrollii oldugu gorilmiistir [108]. Literatiirde Andonova ve ark. (2017) yaptigi
calisgmada ketoprofen yiiklii polimerik tasiyicilar sentezlenmistir. Bu polimerik
tastyicilar karbopol/badem yagi kullanilarak olusturulan bijellere ilave edilmis ve bu
sistemin farmokolojik etkileri incelenmistir. Sonug olarak, kiimiilatif salim verileri
degerlendirildiginde, ketoprofen igeren bijellerin nanopartikiil iceren bijellere gore daha
hizli salm profili sergiledigi goriilmiistiir [32]. Benzer sonuglar farkli ilaglar ve
polimerler kullanilarak iretilen c¢esitli nano/mikropartikiiler sistemlerde de elde

edilmistir [109, 110].
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4.5.4. Sahhm Mekanizmasi ve Salim Kinetiginin Belirlenmesi

Farkli ilag salim modelleri (sifirinci derece, birinci derece, Higuchi, Hixson-Crowell,
Korsmeyer-Peppas) kullanilarak PLGA nanopartikiillerden, melatonin yiikli PLGA
nanopartikiil iceren bijellerden ve serbest melatonin yiiklii bijellerden melatonin salimi
matematiksel olarak incelenmistir. Elde edilen grafiklerden lineer regresyon katsayilari
(Rz) I’e en yakin olan model, salim kinetigini ifade eden model olarak tanimlanmistir.
Cizelge 4.11°de melatoninin salim mekanizmasi ve salim kinetigi ayrintili olarak

gosterilmistir.
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Cizelge 4.11. Melatoninin salim mekanizmasi ve salim kinetigi.

Sifirinci Derece Birinci Derece Higuchi Hixson-Crowell Korsmeyer Peppas
Ko Ky Kn Khc K
R? R? R? R? R? n
(mg.sa™) (sa™) (mg.sa™?) (sa™?) (sa™
Melatonin
Yiikli PLGA | 0.8979 0.0002 0.9117 0.0002 0.9267 0.1320 0.8671 0.0286 0.9113 0.2390 0.0799
Nanopartikiil
Melatonin
Yikli PLGA
) 0.9045 0.0171 0.9085 0.0028 0.9602 1.2526 0.7849 0.0608 0.6585 7.8380 0.0816
Nanopartikiil
I(;eren Bijel
Serbest
Melatonin 0.8689 0.0003 0.8671 0.0337 0.9295 0.0440 0.9286 0.006 0.9295 2.3730 0.0220
Yiikli Bijel
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Partikiiler sistemlerde, salim mekanizmasi pek ¢ok parametreye bagli olmakla birlikte
genellikle difiizyon kontrollii bir mekanizma gozlenmektedir. Kullanilan polimerin
yapist ve biyobozunurluk 6zelligi de salim mekanizmasini etkileyen onemli faktorler
arasindadir.  In-vitro salim ¢alismasi sonuglarina gore, melatonin yiikli PLGA
nanopartikiil iceren bijellerden, PLGA nanopartikiillerden ve melatonin yiikli
bijellerden on bes giinliikk kiimiilatif melatonin salim verileri sirasiyla %8.43+0.95,
%39.6+£0.76 ve %45.6+6.7 olarak belirlenmistir. Melatonin  yiikli PLGA
nanopartikiillerde ve melatonin yiiklii PLGA nanopartikiil igeren bijellerde, R degeri
sirastyla 0.9267 ve 0.9602 olarak hesaplanirken, serbest melatonin yiiklii bijellerde ise
R? degeri 0.9295 olarak hesaplanmistir. Elde edilen salim verileri kiyaslandiginda,
melatoninin her ii¢ salim sistemi icin de agirlikli olarak difiizyon mekanizmasiyla
salindig1 ve salim kinetiklerinden ¢ok Higuchi salim modeline uydugu belirlenmistir
[111]. Korsmeyer-Peppas salim kinetigine gore ise n degerleri hesaplanmis ve 0.45’ten
kiiciik bulunmustur. Bu durum, difiizyonun Fick yasasina uygun olarak gergeklestigini

belirtmektedir.
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5. YORUM

Sunulan tez c¢alismasinda Ozgiin yaklasimlarla yenilik¢i bir bijel {iretimi
gerceklestirilmis ve gelistirilen bijellerin karakterizasyon c¢aligmalart yapilmistir.
Sonraki asamada biyoaktif ajan olarak secilen melatonin PLGA nanopartikiiller

igerisine ve bijellere yiiklenerek in-vitro salimi incelenmistir.

Calismanin ilk asamasinda k-carrageenan/ Aloe vera esasli hidrojel iiretimi ve Aloe vera
yag1 iceren organojel iiretimi gergeklestirilmistir. Sonrasinda oda sicakliginda hidrojel

icerisine organojel eklenerek bijellerin iiretimi gerceklestirilmistir.

Uretilen bijellerin kimyasal yap1 ve faz analizleri gergeklestirilmis, DSC analizine gore
bijellerin 1sitma dongiisiinde erime sicakligi gozlenirken sogutma dongiisiinde
organojelator olarak kullanilan gliserol monostearat’a ait kristalizasyon sicakliklar
gosterilmistir. Bijellerin 1s1sal kararliliklar1 ve bozunma sicakliklari termogravimetrik
analiz sonuglarina gore belirlenmistir. X 111 difraktometresi ile bijellerin kristalinitesi

ve sivi trigliseritlerin varlig1 gosterilmistir.

Mekanik analiz sonucglarina gore tim oranlardaki bijellerin yap1 olarak sertlik

degerlerinde herhangi bir farklilik goriilmemistir.

Sudan I ile yapilan analiz sonucunda, 70:30 (H:O) oranina ait bijelin morfolojik olarak
diizglin ve es boyutta kiiresel damlaciklar olusturdugu gozlenmis olup, kayma hizinin
artmasia bagli olarak viskozitesinin azaldigi ve yayilabilirlik 6zelliginin iyilestigi

gozlenmistir.

Reolojik analiz ile bijellerin kati1 jel davramig sergiledikleri, G’ degerlerinin G”’
degerlerinden daha yiiksek olmasi sonucunda viskoelastik davramig gosterdikleri

belirlenmistir.

In-vitro sitotoksisite deneyleri, bijellerin tiim oranlarinda toksik etki gostermediklerini

ortaya koymustur.

Melatonin, oral yolla alinmasi durumunda, diisiik biyoyararlanima, kisa eliminasyona
ve midede yan etkilere neden oldugu i¢in bu ¢alismada transdermal salim sisteminde
kullanilabilecegi  Ongorilmiis ve bu dogrultuda in-vitro salim c¢alismalari

gerceklestirilmistir.

PLGA nanopartikiiller ikili emiilsiyon yontemi ile basarili bir sekilde tiretilmistir.
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Uretilen melatonin yiiklii partikiillerden enkapsiilasyon verimi en yiiksek (%18.6) olan
nanopartikiiller se¢ilmis ve 70:30 (H:O) oranina ait bijellere yiiklenerek melatoninin 15

giin boyunca in-vitro salimi incelenmistir.

Elde edilen sonuglar 1s18inda transdermal uygulamalarda kullanilmak iizere, PLGA
nanopartikiillerden kontrollii melatonin salimi yapan, k-carrageenan/ Aloe vera esasli
hidrojel ve Aloe vera yagi esasli organojel igeren yenilik¢i bir bijel sistemi

gelistirilmistir.
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Ek 1- Melatonin Yiikli PLGA Nanopartikiillerden Salinan Melatoninin Kiimiilatif

Salim Degerlerinin Hesaplanmasi

Melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerden kiimiilatif melatonin saliminin hesaplanmasi
amaciyla in-vitro salim deneyleri gergeklestirilmistir. Salim deneyleri 10 mL PBS
(pH:5.5) membran ortami igerisinde yiirlitiilmiistiir. Salim ortami belirli araliklarla taze
PBS ortami ile degistirilmistir. Bu amagla melatonin yiiklii PLGA nanopartikiil ile
membran ortami arasindaki derisim orani sabit tutulmaya ¢alistimistir. Ornek olarak
birinci paralele ait melatonin yiikli PLGA nanopartikiillerden salinan melatonin’e ait
kiimiilatif salim hesaplamalar1 asagida gosterilmistir. Kalibrasyon grafigi kullanilarak
kalibrasyon denklemi elde edilmis ve absorbans degerleri denklemde yerine yazilarak

derisim degerleri bulunmustur.
Kullanilan kalibrasyon denklemi
y=3.093*x
Salim ortami: 10 mL PBS
Yenilenen hacim: 900 uL
Ornek t: 1. Giin
Absorbans: 0.081
C=0.081/ 3.093=0.02619 mg/mL
Salinan melatonin miktari=0.02619 mg/mL *10 mL=0.2619 mg
Atilan melatonin miktari=0.2619 mg*0.09=0.0236 mg
Toplam melatonin miktari=(0.2619+(0+0.0198+0.0195+0.0230+0.0233))mg=0.3474mg
l_i
Onceden atilan melatonin miktar
Kiimiilatif Salim (%) = (100*0.3474 mg) / 1 mg=% 34.74

Melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerden melatonin salimina ait degerler Cizelge

7.1°de verilmistir.
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Cizelge 7.1. Melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerden melatonin salimina ait degerler

(1. paralel i¢in).

Salinan Atilan Toplam  Kumdlatif

Zaman Absorbans C MEL MEL MEL salim
(gtin) (mg/mL)  (mg) (mg) (mg) (%)
0 0 0 0 0 0 0

0.04 0.068 0.0220 0.2199 0.0198 0.2199 21.9851
0.12 0.067 0.0217  0.2166 0.0195 0.2364 23.6405
0.21 0.079 0.0255 0.2554 0.0230 0.2947 29.4698
0.29 0.08 0.0259  0.2586 0.0233 0.3209 32.0918
1 0.081 0.0262 0.2619 0.0236 0.3474 34.7430
2 0.078 0.0252  0.2522 0.0227 0.3613 36.1300
3 0.070 0.0226  0.2263 0.0204 0.3581 35.8131
4 0.067 0.0217  0.2166 0.0195 0.3688 36.8801
5 0.062 0.0200  0.2005 0.0180 0.3721 37.2131
7 0.058 0.0188 0.1875 0.0169 0.3772 37.7239
9 0.053 0.0171 0.1714 0.0154 0.3780 37.7950

1 0.050 0.0162 0.1617 0.0145 0.3837 38.3673
13 0,046 0.0149  0.1487 0.0134 0.3853 38.5289
15 0.044 0.0142  0.1423 0.0128 0.3922 39.2208
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EK 2- Melatonin Yiikli PLGA Nanopartikiil Iceren Bijellerden Salinan

Melatoninin Kiimiilatif Salim Degerlerinin Hesaplanmasi

Melatonin yiikli PLGA nanopartikiil iceren bijellerden kiimiilatif melatonin saliminin
hesaplanmasi amaciyla in-vitro salim deneyleri gergeklestirilmistir. Salim deneyleri 10
mL PBS (pH:5.5) membran ortami igerisinde yiiriitilmistiir. Salim ortami belirli
araliklarla taze PBS ortami ile degistirilmistir. Bu amacgla melatonin ylikli PLGA
nanopartikiil ile membran ortami arasindaki derisim oratmi sabit tutulmaya ¢aligiimistir.
Ornek olarak birinci paralele ait melatonin yiikli PLGA nanopartikiillerden salinan
melatonin’e ait kiimiilatif salim hesaplamalar1 asagida gosterilmistir. Kalibrasyon
grafigi kullanilarak kalibrasyon denklemi elde edilmis ve absorbans degerleri

denklemde yerine yazilarak derisim degerleri bulunmustur.
Kullanilan kalibrasyon denklemi

y=3.093*x

Salim ortami: 10 mL PBS

Yenilenen hacim: 900 uL

Ornek t: 1. Giin

Absorbans: 0.01

C=0.01/3.093=0.00323 mg/mL

Salinan melatonin miktari=0.00323 mg/mL*10 mL=0.0323 mg
Atilan melatonin miktari=0.0323 mg*0.09=0.0029 mg

Toplam melatonin miktari=(0.0323+(0+0.0041+0.0041+0.0041+0.0041))mg=0.0486mg

Onceden atilan melatonin miktari
Kiimiilatif Salim (%)=(100*0.0486 mg) / 1 mg = % 4.86

Melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerden melatonin salimina ait degerler Cizelge

7.2°de verilmistir.
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Cizelge 7.2. Melatonin yiiklii PLGA nanopartikiil iceren bijellerden melatonin salimina

ait degerler (2. paralel icin).

Salinan  Atilan Toplam Kumulatif

Zaman Absorbans C MEL MEL MEL salim
(guin) (mg/mL)  (mg) (mg) (mg) (%)
0 0 0 0 0 0 0

0.04 0.014 0.0045  0.0453 0.0041 0.0453 4.5263
0.12 0.014 0.0045  0.0453 0.0041 0.0493 4.9337
0.21 0.014 0.0045  0.0453 0.0041 0.0534 5.3411
0.29 0.014 0.0045  0.0453 0.0041 0.0575 5.7485
1 0.010 0.0032  0.0323 0.0029 0.0486 4.8626
2 0.008 0.0026  0.0259 0.0023 0.0451 4.5070
3 0.014 0.0045  0.0453 0.0041 0.0668 6.6796
4 0.008 0.0026  0.0259 0.0023 0.0515 5.1471
5 0.007 0.0023  0.0226 0.0020 0.0506 5.0566
7 0.009 0.0029  0.0291 0.0026 0.0591 5.9069
9 0.012 0.0039  0.0388 0.0035 0.0714 7.1387

11 0.015 0.0048  0.0485 0.0044 0.0846 8.4578
13 0.012 0.0039  0.0388 0.0035 0.0792 7.9243
15 0.012 0.0039  0.0388 0.0035 0.0827 8.2735

101



EK 3- Serbest Melatonin Yiiklii Bijellerden Salinan Melatoninin Kiimiilatif Salim

Degerlerinin Hesaplanmasi

Serbest melatonin yiiklii bijellerden kiimiilatif melatonin salimimin hesaplanmasi
amaciyla in-vitro salim deneyleri gergeklestirilmistir. Salim deneyleri 10 mL PBS
(pH:5.5) membran ortami igerisinde yiirlitiilmiistiir. Salim ortami belirli araliklarla taze
PBS ortami ile degistirilmistir. Bu amacla melatonin yiliklii PLGA nanopartikiil ile
membran ortami arasindaki derisim oratmi sabit tutulmaya calisilmistir. Ornek olarak
birinci paralele ait melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerden salinan melatonine ait
kiimiilatif salim hesaplamalar1 asagida gosterilmistir. Kalibrasyon grafigi kullanilarak
kalibrasyon denklemi elde edilmis ve absorbans degerleri denklemde yerine yazilarak

derisim degerleri bulunmustur.

Kullanilan kalibrasyon denklemi

y=3.093*x

Salim ortami: 10 mL PBS

Yenilenen hacim : 900 pL

Ornek t: 1. Giin

Absorbans: 0.077

C=0.077/3.093=0.02489 mg/mL

Salinan melatonin miktar1i=0.02489 mg/mL*10 mL=0.2489 mg
Atilan melatonin miktari=0.2489*0.09 = 0.0224 mg

Toplam melatonin miktari=(0.2489+(0+0.0207+0.0265+0.0247+0.0239))mg=0.3447mg

Onceden atilan melatonin miktar
Kiimiilatif Salim (%): (100*0.3447mg)/1=% 34.47

Serbest melatonin yiiklii bijellerden melatonin salimina ait degerler Cizelge 7.3’de

verilmistir.
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Cizelge 7.3. Serbest melatonin yiiklii bijellerden melatonin salimina ait degerler (3.

paralel i¢in).

Salinan Atilan Toplam
Zaman Absorbans C MEL MEL MEL Kumdlatif salim
(giin) mg/mL (mg) (mg) (mg) (%)

0 0 0 0 0 0 0
0.04 0.071 0.0230 0.2296 0.0207 0.2296 22.9551
0.12 0.091 0.0294 0.2942 0.0265 0.3149 31.4872
0.21 0.085 0.0275 0.2748 0.0247 0.3220 32.1953
0.29 0.082 0.0265 0.2651 0.0239 0.3370 33.6987

1 0.077 0.0249 0.2489 0.0224 0.3447 34.4682

2 0.064 0.0207 0.2069 0.0186 0.3251 32.5057

3 0.061 0.0197 0.1972 0.0177 0.3340 33.3980

4 0.053 0.0171 0.1714 0.0154 0.3259 32.5865

5 0.048 0.0155 0.1552 0.0140 0.3251 32.5121

7 0.045 0.0145 0.1455 0.0131 0.3294 32.9389

9 0.043 0.0139 0.1390 0.0125 0.3360 33.6017

1 0.034 0.0110 0.1099 0.0099 0.3194 31.9431
13 0.034 0.0110 0.1099 0.0099 0.3293 32.9324
15 0.03 0.0097 0.0970 0.0087 0.3263 32.6285
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