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OZET
VITAMIN A PALMITAT YUKLU NANO-DERMAKOZMETIKLERIN
HAZIRLANMASI, KARAKTERIZASYONU VE YARA IYILESTIRME
POTANSIYELLERININ BELIRLENMESI
Lala BAGHIROVA
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Kozmetoloji Bilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2022
Danigman: Dog. Dr. A. Alper OZTURK
Nanoteknolojinin  bugiiniin sartlarinda dermakozmetik/kozmetik sektoriinde
kullanilma sekli, nanometrik boyutlarda iiretilen nanopartikiiller gibi ¢ok kii¢iik boyutta
tiriinlerin kozmetik igerigine aktarilmasidir. Nano boyuttaki kozmesdtik maddelerin
kullanilmaya baslanmasinin sebebi daha derin cilt emilimi, daha iyi UV korumasi, uzun
stireli etki ve kararlilik sorunlarini ortadan kaldirmaktir. Bu galismada Vitamin A
palmitat (VAP) yiiklii Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) bazli ve VAP yiiklii kitosan
kapli PLGA bazli nanopartikiil sistemleri nanocoktiirme teknigi ile hazirlanmistir.
Blank formiilasyonlar i¢in uygun yontem ve oranlar bulunduktan sonra pargacik boyutu,
pargacik boyut dagilimi (PDI) ve zeta potansiyel verileri degerlendirilis ve ardindan
VAP yiiklii PLGA ve kitosan kaplt PLGA nanopartikiilleri hazirlanmistir. Hazirlanan
sistemler pargacik boyutu, PDI, zeta potansiyel, VAP miktar tayini i¢in analitik yontem
validasyonu, formiilasyonda etkin madde miktar tayini, in vitro dissoliisyon ¢alismast,
dissoliisyon kinetigi c¢alismast gibi parametreler ile karakterize edilmistir.
Karakterizasyon sonrast optimum formiilasyonlar se¢ilmistir. Ardindan tasarlanan
nanopartikiil formiilasyonlarinin HaCaT insan keratinosit deri hiicre hatlarinda
sitotoksisite ve yara iyilestirici profilleri belirlenmistir. Nanopartikiil yapis1 ile diisiik
dozda yiiksek yara iyilestirme aktivitesi = bulunmustur. Sonu¢  olarak
dermokozmetik/kozmetik sektoriinde kullanilabilecek VAP yiikli nanotastyicilar
basaril1 bir sekilde iiretilmis ve elde edilen sonuglar bu sektor i¢in umut verici olarak

degerlendirilmistir.

Anahtar sozciikler: Vitamin A Palmitat, PLGA, Kitosan, Nanopartikiil, Nanokozmetik.



ABSTRACT
PREPARATION, CHARACTERISATION AND DETERMINATION OF WOUND
HEALING POTENTIALS OF VITAMIN A PALMITATE-LOADED NANO-
DERMACOSMETICS
Lala BAGHIROVA
Department of Pharmaceutical Technology
Cosmetology Program
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2022
Supervisor: Assoc. Prof. A. Alper OZTURK
The way nanotechnology is used in the dermocosmetic/cosmetic industry in
today’s conditions is to transfer very small products such as nanoparticles produced in
nanometric sizes to the cosmetic content. The reason ivort hi use of nano-sized
cosmeceuticals is to eliminate the problems of deeper skin absorption, better UV
protection, long-term effect and stability. In this study, PLGA-based and VAP-loaded
chitosan-coated PLGA-based nanoparticle systems loaded with Vitamin A palmitate
(VAP) were prepared by nanoprecipitation technique. After finding suitable methods
and ratios for blank formulations, particle size was evaluated according to particle size
distribution (PDI) and zeta potential data, and then VAP loaded PLGA and chitosan
coated PLGA nanoparticles were prepared. The prepared systems were characterized by
parameters such as particle size, PDI, zeta potential, analytical method validation for
VAP quantification, active substance quantification in formulation, in vitro dissolution
study, dissolution kinetic study. Optimum formulations were selected after
characterization. Then, the cytotoxicity and wound healing profiles of the designed
nanoparticle formulations in HaCaT human keratinocyte skin cell lines were
determined. High wound healing activity was found at low ivort with its nanoparticle
structure. As a result, VAP loaded nanocarriers that can be used in the
dermocosmetic/cosmetic industry have been successfully produced and the results have

been evaluated as promising ivort his industry.

Keywords: Vitamin A Palmitate, PLGA, Chitosan, Nanoparticle, Nanocosmetic.
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1. GIRIS VE AMAC

Cilt goriiniimii, benlik saygist ve yasam kalitesi i¢in ¢ok dnemlidir, dolayisiyla cilt
bakim iiriinleri de biiyiik bir pazar1 temsil eder. Ozellikle kozmesétikler, cilt sagligini ve
goriiniimiinii  iyilestirmeyi amaglayan rasyonel olarak tasarlanmis, kozmetik ve
farmasdtiklerin ara fazinda hibrit bir cilt bakimi formiilasyonlar1 kategorisini olusturur.
Kozmesotikler, yaslanmay1 geciktirici, kirigik onleyici, sag biiyiitme, cilt beyazlatma ve
yara iyilestirici ajanlar olarak pazarlanmaktadir. Retinoid terimi, retinol ve benzerlerini
ve ayrica A vitamini aktivitesine sahip karotenoidleri ifade eder. Retinoidlerin insan
viicudundaki birgok farkli fonksiyonunun yani sira cilt lizerinde de cesitli faydali
etkileri vardir. Topikal retinoidler akne, sedef hastaligi, hiperpigmentasyon,
fotoyaslanmis veya dogal olarak yaslanmig cilt ve diskrominin tedavisinde etkilidir ve
bu nedenle kozmetik ve dermatolojide kullanilir. Bununla birlikte, topikal retinoidlerin
yaygin kullanimini sinirlayan iki ana sorun vardir: uygulama yerinde tahrig (kasinti
veya yanma hissi, eritem, kuruluk, soyulma, 1s18a duyarlilik) ve kozmetik ve farmasotik
triinlerdeki kararsizliklaridir. Farkli iirlin formiilasyonlarinda A vitamini stabilite
verilerinin eksikligi ve son formiilasyonlar yoluyla uygun stabilizasyon ihtiyaci giderek
yeni formiilasyonlara ihtiyact dogurmaktadir.

Nanomalzemeler de bir siiredir kozmetikte kullanilmaktadir. Giizellik
endistrisindeki nanoteknolojik iiriinleri yiizeysel ve epidermal fayda igindir.
Nanoteknolojiyle kozmetiklerin ilk bulusmasi, esas olarak titanyum dioksit ve ¢inko
oksit gibi UV 1s1n1 engelleyicilerinden olusan giines koruyucu {iriinlerledir. Kozmetikte
yararli nanobiyomateryaller listesine kademeli olarak lipozomlar, nanozomlar,
etanozomlar, nanosiingerler, nanokabuklar, nanopartikiiller vb. gibi bir¢ok
kozmesoétik/ilag dagitim sistemi eklenmistir. Kozmetik endiistrisi artik nano o6lcekli
malzemeleri oldukga rutin bir sekilde kullanmaya baslamistir. Bu kiigiik bilesenlerden
beklenen faydalardan bazilar1 daha iyi enkapsiilleme, daha 1yi dagilabilirlik, gelismis
performans, gelismis doku kalitesi, hassas ve ugucu etkin maddelerin korunmasi ve
daha iyi penetrasyondur. Diger bir ek avantaj ise, bu iiriinlerin ayn1 anda hem liiks hem
elit hem de modaya uygun goriinmesidir.

Polimerik nanopartikiiller, kii¢iik boyutlarindan kaynaklanan 6zellikleri nedeniyle
son yillarda biiyiik ilgi gormektedir. Tasiyici olarak polimerik nanopartikiillerin
avantajlar1 arasinda, kontrollii salim i¢in potansiyel kullanimlari, ilact ve biyolojik

aktiviteye  sahip diger molekiilleri ¢evreye karst koruma  yetenekleri,



biyoyararlanimlarini ve terapdtik indekslerini iyilestirmeleri yer alir. "Nanopartikiil"
terimi, morfolojilerine gore farklilik gosteren hem nanokapsiilleri hem de nanosferleri
kapsar. Nanokapsiiller, ilacin i¢inde genellikle ¢oziindiigli yagl bir ¢ekirdekten olusur
ve ilacin ¢ekirdekten dissoliisyon profilini kontrol eden polimerik bir kabukla ¢evrelenir
(Membran sistem). Nanokiireler, ilacin iginde tutulabildigi veya yiizeylerine adsorbe
edilebildigi siirekli bir polimerik aga dayanmaktadir (Matriks sistem). Polimerik
nanopartikiillerin en baglica tistlinliikleri su sekilde siralanabilir:

Yiiksek etkin madde yiikleme kapasitesi, yliksek kararlilik ve yiiksek raf omri,
etkin maddenin yap1 ve etkinligini degistirmemesi, liretim ve karakterizasyonu kolay
olmasi ve iiretim maliyeti oldukca diisiik olmasi, diisiik dozda etkin madde kullanimi1
yan etki ve toksik etkinin azalmasina yol agmasi, hazirlanmalarinda biyouyumlu ve
biyopargalanabilir 6zellige sahip polimerler kullanilmasi ve bu sebeple immiinolojik
reaksiyona sebep olmamasi, proteinler, genetik materyal ve ufak molekiillerin ilgili
sistemlere yiiklenebilmesi, aktif ve pasif hedeflemeye uygun olmasi, hidrofobik ve
hidrofilik etkin maddelerle uyumlu olmasi, hedeflendirilebilmeleri, kontrolli ve siirekli
salim saglamalaridir.

Nanopartikiil ilag tasiyici sistemler ile hazirlanmis bazi ilaglar Amerikan Gida ve
llag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis ve klinikte kullanilmaktadir. Polimerik
nanopartikiillere yiiklenecek ilacin tiirline ve bunlarin belirli bir uygulama yolu i¢in
gereksinimlerine bagli olarak, parcaciklarin iiretimi ic¢in farkli yontemler kullanilabilir.
Genel olarak, onceden olusturulmus polimerlerin dispersiyonu veya monomerlerin
polimerizasyonu olmak iizere iki ana strateji kullanilir. Onceden olusturulmus
polimerlerin kullanilmasini gerektiren tekniklerin cogunda, organik ¢oziiciiler genellikle
polimeri ¢6zmek i¢in ilk adimda kullanilir. Solvent buharlastirma, emdiilsifikasyon /
solvent difiizyonu, emiilsifikasyon / ters tuzlama, nanogoktirme gibi yontemler
polimerik nanopartikiil hazirlanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Nanocoktiirme
yontemi ¢oziicli yer degistirme yontemi olarak da adlandirilir ve iki karisabilir ¢oziicii
gerektirir. I¢ faz, aseton veya asetonitril gibi karisabilir bir organik ¢oziicii iginde
¢ozlilmiis bir polimerden olusur. Uygun organik ¢dziicii se¢imi ile organik ¢oziiciiniin
buharlagsmasi ile organik ¢oziicii kolaylikla uzaklastirilabilir. Bu teknigin prensibi,
organik ¢oziiciiniin lipofilik bir ¢ozeltiden sulu fazla yer degistirmesinden sonra bir
polimerin ara yiizey birikimine dayanir. Polimer, ara polariteye sahip suyla karigabilen

bir ¢ozilicii icinde c¢oziindiiriiliir ve bu c¢ozelti, karistirilarak (damla damla) veya



kontrollii ekleme orantyla sulu bir ¢ozeltiye asamali olarak eklenir. Polimer ¢ozeltisinin
sulu faza hizli spontane difiizyonu nedeniyle, nanopartikiiller su molekiillerinden
kaginmasi ile aninda olusur. Coziici nano damlaciklardan yayilirken, polimer
nanokapsiil veya nanokiire seklinde ¢okmeye ugrar. Genel olarak, organik faz sulu faza
eklenir, bazi durumlarda tam terside uygulanabilir. Nanopartikiillerin olusumunu
saglamak i¢in, koloidal siispansiyonun stabilitesini garanti etmek icin isleme genellikle
yiizey aktif maddeler (YEM) dahil edilebilir. Elde edilen nanopartikiiller tipik olarak,
1yi tanimlanmis bir boyut ve dar bir boyut dagilimi ile karakterize edilir. Nanogoktiirme
teknigi, yiiksek tekrarlanabilirlige sahip basit, tek adimli bir siirectir ve Vitamin A
palmitat (VAP, Retinil palmitat) gibi hidrofobik ilaglar i¢in kolaylikla uygulanabilir
ekonomik bir tekniktir.

Polimerik nanopartikiiller; lipozomlar ve miseller gibi diger tasiyicilardan daha
kararli olma egilimindedir ve bunlarin salim 6zellikleri, polimerin yapisi ve bilesimi
degistirilerek ayarlanabilir. Kitosan ve polikaprolakton gibi ¢esitli dogal ve sentetik
polimerler arastirilmistir; bununla birlikte, poli (laktik asit) (PLA) ve poli (laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA), bulunabilirlik, biyouyumluluk nedeniyle en yaygin olarak
calistlanlardir ve PLGA, FDA ve Avrupa ilag ajanst (EMA) tarafindan onayl
polimerdir.

Nanoteknoloji, malzemeleri daha biiyiik formlarina kiyasla bazi yeni degistirilmis
ozellikler kazandiklar1 inanilmaz derecede kiiclik boyutlara doniistiiriir. Yeni 6zellikler
zaman zaman tahmin edilebilir olabilir veya kesinlikle esi goriilmemis ve beklenmedik
fiziksel, kimyasal veya biyolojik davranig sergileyebilir. Bu benzersiz 6zellik, diinya
capindaki farmasotik arastirmacilarin ve farmasotik teknologlarin dikkatini ¢ekmistir ve
su anda nano boyutlu pargaciklar, emiilsiyonlar, siingerler, vezikiiler dagitim sistemleri
vb. yapmak ic¢in kullanmaktadir. Kozmetikler, harici kullanim ig¢in tasarlanmis ve
diizenlenmis iiriinlerdir. Ilaglardan en biiyiik farki, bu maddelerin veya karisimlarin, cilt,
killar, tirnaklar, disler ve agiz boslugu gibi viicudun dis kisimlart igin temizlik,
giizellestirme, beslenme, cekiciligi arttirma ve/veya goriiniimii degistirme amaciyla
formiile edilmis olmasidir. VAP bir topikal retinoid 6rnegidir. Topikal retinoidler akne,
sedef hastaligi, hiperpigmentasyon, fotoyaslanmis veya dogal olarak yaslanmis cilt ve
diskrominin tedavisinde etkilidir ve bu nedenle kozmetik ve dermatolojide kullanilir.
Topikal retinoidlerin  dezavantajlar1  kozmetik ve  farmasotik — Uriinlerdeki

kararsizliklaridir ve cilt iritasyonudur. Etkinlik ve aktif maddenin kararliligini arttirmak



icin en Onemli yaklagimlardan biri aktif maddeyi polimerik nanopartikiil haline
getirmektir. Bu kapsamda, bu tezde VAP 1n daha yiiksek etki gosteren yeni PLGA bazli
ve kitosan kapli PLGA bazli ilag tastyici sistemlerin gelistirilmesi ve kapsamli in vitro
deneyler ile etkinliklerinin kendi aralarinda saf VAP ile karsilastirilmasi planlanmastir.
Tez sonucunda ulagilmak istenen amag, piyasada bulunan topikal yan etkileri yiiksek,
tedavi basaris1 diisiik ve kozmetik formiilasyonlarda kararsiz olan VAP’a alternatif

olacak ve daha etkili tedavi saglayabilecek bir kozmetik tastyici sistem gelistirmektir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Kozmesotik Maddeler

"Kozmesotikler", "Kozmetik" ve "farmasotik" terimlerinin bir birlesimidir (Tsali
vd., 2008). ABD Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) "Gida, Ila¢ ve Kozmetik Yasas1" na gore;
iirtin, ilag, kozmetik veya ikisinin bir kombinasyonu olabilir, ancak "yasaya" gore
"kozmesdtik" teriminin herhangi bir anlami yoktur. Bu nedenle, "kozmesotik™ terimi

Federal Gida, Ila¢ ve Kozmetik Yasas1 tarafindan taninmamustir (Vaishali vd., 2013).

2.1.1. Kozmesoétiklerin tarihcesi

Kozmesotik maddeler tibbi veya ilag benzeri etkileri oldugu iddia edilen ve
kendisinde biyolojik etkin maddeler bulunduran kozmetiklerdir. Kozmesatikler, yararh
topikal etkiler sergileyen ve cilt dejenerasyonunu 6nleyen bir bilesendir. "Kozmesdotik"
terimi, 1970'lerin sonunda Dr. Albert M. Kligman tarafindan ortaya atilmustir.
Terapotik, hastalik onleyici veya iyilestirici 6zelliklere sahip kozmetik etkin maddeler
icerir ve kisisel bakim iiriinleri ile ilaglar arasinda bir koprii gorevi gordiigii sdylenmistir

(Vaishali vd., 2013).

2.1.2. Kozmesétiklerin ozellikleri

Kozmesdatikler, saglikla ilgili diger islevleri veya faydalar1 saglayan bilesenler
yoluyla giizelligi artirmayr amaglayan topikal kozmetik-ilag  hibritleridir.
Kozmesdtiklerin ideal 6zellikleri etkinlik, glivenlik, formiilasyon stabilitesi, yenilik ve

patent korumasi, ciltte metabolizma ve ucuz tiretimdir (Dureja vd., 2005).

2.1.3. Kozmesotiklerin calisma mekanizmasi

Kozmesatikler g¢esitli mekanizmalarla galisir. Bunlar keratinositler, fibroblastlar
ve melanositler iizerinde etkilidir. Bu bilesikler Japonya'daki hastalar i¢in yar1 ilagtir
(quasi-ilag) ve Japonya, Amerika Birlesik Devletleri'nde regetesiz ilaglar, AB kozmetik
tirtinleri ve aktif farmasdtik bilesikler igeren kozmetikler {izerinde diizenleyici kontrol
saglayan tek iilkedir (Tsai vd., 2008).

Kozmetikler gibi, kozmesotikler de topikal olarak kullanilir, ancak farklari, cildin
biyolojik islevlerini etkileyen ve cilt sagligin1 gelistirmek i¢in beslenme saglayan giiclii

bilesenler igermeleridir (Brandt vd., 2011).



2.1.4. Kozmesotik pazar

Kozmetikler giderek daha da popiiler hale gelmektedir ve kozmetik satislari cilt
bakimi pazarinin en hizli biiyiiyen boliimlerinden birini temsil etmektedir. Bu iiriinler,
vitaminler, peptidler, bliylime faktorleri ve bitki 6zleri dahil olmak iizere birgok
formdadir. Topikal vitamin iceren kozmetikler cilt bakiminda kullanimi giderek artan
tirtinler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. (Manela-Azulay vd., 2009).

Cilt anatomisi ve fizyolojisindeki gelismeler dogrultusunda, kozmesotikler
mantiksal olarak gelistirilmis bir kavramdir. Modern inang, cilde uygulanan neredeyse
tim bilesiklerin cilt yapisina niifuz etme ve onu degistirme yetenegine sahip olmasidir
(Manela-Azulay vd., 2009).

Kozmesotik iirlinlerde saglanan ilaglarla ilgili olarak hala bir¢ok tartigmali goriis
vardir; bunlar arasinda etki mekanizmasi, optimum konsantrasyon, biyoaktif form,
formiilasyon stabilitesi, gecirgenlik ve ciltte tutulma yer almaktadir (Manela-Azulay
vd., 2009).

2.1.5. Kozmesétiklerin ciltteki faydalar:

Kozmesotikler, cilt bakimi pazarinin en hizli biliyliyen bolimidir ve
fotoyaslanma, pigmentasyon ve kirisikliklar gibi durumlar i¢in ¢esitli topikal
kozmesotik tedaviler yaygin olarak kullanilmaktadir. Daha fazla arastirma gerekmesine
ragmen, tamamlayic1 kozmesotik tedaviler, yara iyilesmesi sirasinda cilt kanseri,
fotoyaslanma ve cilt yenilenmesini dnlemeye yardimci olabilmektedir (Tsai vd., 2008).

Dermatolojik uygulamalarda, kozmesétikler, fotoyaslanma tedavisi i¢in taninan
bir ara¢ haline gelmesine ragmen, yara iyilesmesindeki genel uygulamasi tam olarak
calisilmamigtir. Yara iyilesmesi karmasik bir siirectir ve deri biitlinliigiiniin bozulmasi
sonrast ilser, acilma, hipertrofik skarlar ve keloidler gibi bircok yan etkiye neden
olmaktadir. Ek olarak, ameliyat sonrasi yara iyilesmesi nadiren kotii estetik etkilere ve
fonksiyonel deformitelere yol acarak hastalarda ciddi fiziksel veya psikolojik sikintilara
neden olabilmektedir. Cesitli kozmetiklerin anti-inflamatuar ve cilt yilizeyi onarim
etkileri, yara iyilesme siirecinin estetik etkisini potansiyel olarak artirabilmekte ve
boylece geleneksel yara iyilestirme yOnetimi i¢in daha fazla fayda saglayabilmektedir
(Tsai vd., 2008).



2.2. Dermakozmetikler

Kozmetikler, dogrudan cilde uygulanarak kisisel goriiniimii iyilestirmeyi
amaglayan pudra veya krem gibi miistahzarlar olarak kabul edilmektedir. Bilim ve
teknolojide zamanla olan gelismeler, normal cildin fizyolojisine ve kozmetiklerin
fiziksel modifikasyon ve biyolojik aktivite yoluyla gdriiniimiinii nasil degistirdigine dair
anlayis1 degistirmistir. Dermakozmetik ¢esitli cilt hastaliklarinin tedavisinde kozmetik

kullanan bir kozmetoloji ve dermatoloji dalidir (Dreno vd., 2014).

2.2.1. Dermakozmetiklerin amaci

Dermakozmetikler tek basina veya ilaca ilave olarak genelde UV koruyucu, kuru
veya yaslanan cilt, akne, rozasea, atopik dermatit, sedef hastalig1 ve seboreik dermatit
gibi inflamatuar cilt hastaliklarinin ve farkli sa¢ ve tirnak hastaliklarinin tedavi
edilmesinde kullanilmaktadir (Dreno vd., 2014).

Dermakozmetik maddeler monoterapi olarak veya tibbi tedaviler ile
kullanilabilmektedir. Genel olarak kullanilan bazi dermokozmetik maddelere 6rnek
olarak topikal antioksidanlar, salisilik asit, lipo-hidroksi asit, alfa-hidroksi asitler,

retinol bazli maddeler ve linoleik asit verilebilir (Araviiskaia ve Dréno, 2016).

2.3. Nanokozmetikler

Nanoteknoloji ile olusturulan nanoiiriinler, kozmetik teknolojisindeki en biiyiik
gelismeler arasinda yer almaktadir ve kozmetik biliminin daha da ilerlemesini ve
yayginlagmasini saglamistir. Nanomalzemeler saglik alaninda ilgi gérmeye basladiklari
icin kozmetik pazari, Uiriinlerine nanopartikiilleri dahil eden en gelismis endiistri olarak
kabul edilmektedir (Ajazzuddin vd., 2015).

Nano boyutta olan malzemeler, etkinligi gelistirmek ve c¢esitli kozmetiklerin
verdigi hiicresel tepkileri etkileme potansiyeline sahiptir. Kullanilan nanopartikiillerin
tiirline bagl olarak, goriilen etkiler degisebilmektedir (Banerjee, 2017).

Kozmetikte, nanoteknoloji  bazli  driinler  "Nanokozmetik”  olarak
adlandirilmaktadir. Nanokozmetikler geleneksel kozmetiklerle karsilastirildiginda
ylizey yapilari, kiigiik boyutta olmalart ve benzersiz Ozellikleri nedeniyle ileri bir
performansa sahiptir. Nanokozmetikler aerosoller, siispansiyonlar gibi ¢ok talep edilen
partikiil formlarinda bulunma kapasitesine sahiptir ve etkinlikleri bu partikiil

formlarinin sayesinde artmaktadir (Jeswani vd., 2019).



2.3.1. Nanokozmetiklerin uygulanmasi

Nanopartikiillerin kozmetikte yaygin olarak uygulanmasi ile kozmetiklerin
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini iyilestirme, gorsel olarak c¢ekici olma, etkin
maddelerin stabilitesini arttirma, etkin maddelerin penetrasyonunu ayarlama ve
penetrasyon yolunu degistirme gibi 6zellikler elde edilebilmektedir (Banerjee, 2017).

Nanotastyicilarin kiigiik boyutu, etkin maddelerin cilt penetrasyonunu ve hiicre
icine alimimu etkilemektedir. Boyut, nanopartikiillerin cilt tizerindeki etkisinin onemli
bir belirleyicisidir. Nanopartikiillerin kozmetik etkisini etkileyen bir diger 6nemli
parametre ise ¢ziinme Ve pargalanma 6zellikleridir (Banerjee, 2017).

Kozmetikte nano malzemelerin yaygin sekilde kullaniminin sebebi, bu
nanoparcaciklarin biiylik 6l¢ekli parcaciklardan farkli yenileme Ozelliklerine sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu degisen o&zellikler arasinda renk, seffaflik,
¢Oziiniirlik ve kimyasal reaktivite bulunur ve nanomalzemeleri kozmetik ve kisisel

bakim enddistrileri i¢in ¢ekici kilmaktadir (Raj vd., 2012).

2.3.2. Nanokozmetiklerin avantajlar

Nanokozmetiklerin bir¢cok avantajlar1 bulunmaktadir. igeriginde bulunan etkin
maddenin dissoliisyonunu kontrol ederek etkin maddenin kontrolli salimini
gerceklestirirler ve kokularin uzun siire kalmasini saglarlar. Nanokozmetikler cilt bakim
formiillerini daha etkili hale getirirler, UV korumay iyilestirerek giinesten koruyucu
etkinligi arttirirlar. Partikiil boyutlarinin ¢ok kiiclik olmasi nedeniyle ylizey alan artar ve
bu da aktif bilesenlerin cilde aktif olarak tasinmasini saglar (Kaul vd., 2018).

Nanotastyici igeren bazi tirlinler Tablo 2.1.’de sunulmustur.



Tablo 2.1. Piyasadaki iiriinler ( OZTURK, 2018).

Marka Preparat ismi Nanosistem
Christian Dior Capture Lipozom
Nichiyu Liposome Coatsome NC Lipozom

Night Repair Protective Recovery Lipozom

Estée Lauder Advanced Complex

Royal Jelly Lift

Jafra Cosmetics Concentrate Lipozom
Lancome Niosome Plus Daily Treatment
Niozom

Lancome Primordiale Nanokapsiil

Vitacos Company NanoVital Vitanics Whitening Nanoemiilsiyon
Cream

Estée Lauder Renutriv range, Resilience Range  Novazom

Isabelle Lancray Surmer Créme Legere Nano- Kati lipit nanopartikiil
Protection

2.4. Polimerik Nanopartikiiller
2.4.1. Nanopartikiillerin tanimi

Siispansiyon, emiilsiyon ve ¢ozelti gibi ilag tasiyici sistemlerinde yiliksek dozda
etkin madde igermesi yiiksek yan etki olusturabilmekte ve bu formiilasyonlar bazi
durumlarda diisiikk farmokolojik etkiye sahip olmaktadir. Bu sebeple siispansiyon,
emiilsiyon ve ¢ozelti geleneksel ilag tasiyict sistemlerin ¢ogu durumda kullanimlar
smirl hale gelmektedir. Bu sistemlerde ongoriillemeyen diizeyde kan profilinde etkin

madde dalgalanmalarinin ortaya ¢ikmasi ve bu dalgalanmalarin plazma derisimini



degistirip sabitlenememesinden dolay1 yeni ilag tasiyici sistemlere ihtiya¢ duyulmustur
(Mudshinge vd., 2011).

Nanopartikiil sistemler, nanoteknolojinin bir gelismesidir ve terapotik maddelerin
organlara, spesifik hiicrelere veya dokulara giivenli bir sekilde verilmesi i¢in potansiyel
adaylardir (Parveen ve Sahoo, 2008).

Nanopartikiiller olciileri 10-1000 nm arasinda degisen, mikron alti, biyolojik
olarak pargalanabilen veya parcalanamayan, kati ilag tasiyici sistemlerdir (Reis vd.,
2006).

Nanopartikiiller ilaglarin belirli organ ve hiicrelerde tutulmasi ve salimi ile alakali
sorunlar1 biiyiik Ol¢lide azaltabilen sistemlerdir. Nanopartikiil sistemlerinde, sisteme
dahil edilen etkin madde partikiil icinde ¢Oziinmiis veya dagilmig, aynt zamanda
partikiil ylizeyine tutunmus veya kovalent olarak baglanmis olabilir (Parveen ve Sahoo,
2008).

Etkin maddenin polimer membranla ¢evrelendigi sistem nanokapsiil olarak
adlandirilmistir. Polimer icinde ilacin esit dagitildigi sisteme ise nanokiire adi
verilmistir ( Crucho vd., 2017).

In vivo kullanmak i¢in hazirlanmis ilag igeren nanopartikiillerin tasariminda belli
sayida polimer mevcuttur. Bu polimerlerin bazi 6zellikleri tasimasi gerekmektedir. Bu
ozelliklerden ilki polimerin biyobozunur olmasi veya kisa zaman iginde viiciittan
tamamen atilmasidir. Diger Ozellik ise toksisite olusturmamasi ve immunojenik

olmamalaridir (Vauthier ve Bouchemal, 2009).

2.4.2. Polimerik nanopartikiiller nedir?

Polimerik nanopartikiiller boyutlar1 10-1000 nm arasinda degisen kat1 kolloidal
parcaciklardir. In vivo uygulamalar icin orta biiyliklikteki (20-100 nm) polimerik
nanopartikiiller, kan1 uzun siirede gegme yetenegine sahip oldugu i¢in biiylik dlgiide
avantaj saglarlar (Crucho, 2015). Polimerik nanopartikiiller , ¢ok yonii 6zelliklere sahip
ilag dagitim sistemleridir (Zhong vd., 2014). Viicutta toksik olmayan pargalanma
tirtinlerine doniisen polimerler ile hazirlanan polimerik sistemler, ilaglarin uzatilmis etki
ve kontrollii salim saglamalarindan dolay1r diinya genelinde {izerinde durulan
sistemlerdir. Sahip oldugu {istiinliikler sebebiyle ila¢ etkin maddesinin polimer igine
yiiklenmesi sonucu kontrollii ve uzatilmis salim saglarlar (Akagi vd., 2011). Polimer

bazli ila¢ dagitim sistemleri yiizey modifikasyon ve kapsiilleme yetenegi nedeniyle
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avantaj saglarlar ve ayni zamanda az bir dozda yiiksek etki saglayabilirler.
Hedeflendirilebilir 6zellikleri ile ilag ihtiyacit olmayan yerlerde ilaca maruz kalmay1 en
aza indirirler (Colson vd., 2012). Ilag¢ kapsiilleme yontemleri ya da polimerik
enkapsiilasyon asagida verilen nedenlerden dolayi siklikla kullanilmaktadir:

¢ Olumsuz organoleptik 6zelliklerin maskelenmesi (tat, renk, koku),

e flac salimmin uzatilmast,

e Bazi hassas ilaglarin sindirim sisteminin ozelliklerinden etkilenmesi,

e [la¢ molekiillerini ¢evresel faktorler olan 1s1, nem, oksijen ve 1siktan korunmast,

e Yeni dozaj formlarinin tasarlanmast,

e Ugucu maddelerin buharlagmasinin 6nlenmesi (Rivas, 2017).

2.4.3. Nanopartikiil hazirlamada kullanilan polimerler

Nanopartikiil hazirlanmasinda dogal ve sentetik bir¢ok polimer kullanilmaktadir.
Nanopartikiil hazirlanmasinda en sik kullanilan viicutta biyoparcalanir polimerlere
ornek olarak Polilaktik asit (PLA), Poliglikolik asit (PGA) ya da bunlarin kopolimeri
olan Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) verilebilir. PLA, PGA ve PLGA gibi diger
biyobozunur ve biyouyumlu polimerler nanopartikiil sistemlerin hazirlanmasinda
kullanilabilmektedir (Cohen-Sela vd., 2009). Nanopartikiil hazirlamada kullanilan bazi

polimerler Tablo 2.2.’de sunulmustur.
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Tablo 2.2. Nanopartikiil hazirlamada kullanilan polimerler (Cohen-Sela vd., 2009).

Polimer Tipleri Polimerlerin isimleri

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)
Poli (laktik asit) (PLA)

Sentetik polimerler Poli (glikolik asit) (PGA)
Poli (etilen glikol) (PEG)

Eudragit

Kitosan
Jelatin

Dogal Polimerler Albumin
Hiyaliironik asit

Aljinat

Blok Kopolimerler Poli (laktik asit)- poli (etilen glikol) (PLA-PEG)

2.4.4. Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasi

Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasi igin ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bu
yontemler iki gruba ayrilmaktadir. Ik grup monomerlerin polimerizasyonu, ikinci grup
ise  polimerlerin  dispersiyonudur ~ (Crucho  vd., 2017).  Monomerlerin
polimerizasyonunda; emiilsiyon polimerizasyonu, miniemiilsiyon polimerizasyonu,
mikroemiilsiyon polimerizasyonu, ylizeylerarasi polimerizasyon, kontrollii radikal
polimerizasyonu gibi yontemler mevcuttur. Polimerlerin dispersiyonunda ise ¢oziicii
buharlastirma, nanocoktiirme, tuzla ¢oktiirme, diyaliz, siiperkritik sivi teknolojisi ve
puskiirterek kurutma gibi mekanik yontemler bulunmaktadir. (Rao vd., 2011).

Polimer bazli nanopartikiil hazirlarken 6nemli olan noktalardan biri partikiiliin
boyut ve seklidir. Monomerlerin veya polimer birimlerinin sayis1 arttik¢a nanopargacik
veya kapsiiliin boyutu da artmaktadir (Amgoth vd., 2019). Polimer nanopartikiillerin

hazirlanmasi igin ¢esitli tekniklerin sematik gosterimi Sekil 2.1.’de sunulmustur.
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I Coziicii buharlasmas:

Sekil 2.1. Polimer nanopartikiillerin hazirlanmasi igin ¢esitli tekniklerin sematik gésterimi. SKT: siiper

kritik akiskan teknolojisi, K / CR: kontrollii / canli radikal (Rao vd., 2011).

2.4.4.1. Diyaliz yontemi

Diyaliz yontemi partikiil boyutu ¢ok kiiclik olan polimerik nanopartikiillerin
hazirlanmasinda iyi bir performans gostermektedir. Bu yontemde, nanog¢oktiirme
yontemine benzer bir teknik ile nanopartikiiller elde edilmektedir. Polimer bariyeri
olarak diyaliz tiipleri ya da membranlar kullanilmaktadir. Diyaliz yOnteminin
mekanizmasi, kullanilan polimer organik bir ¢dziicii i¢inde ¢oziindiiriildiikten sonra
diyaliz tiiplerine doldurularak ¢6ziicii olmayan maddeye kars1 diyaliz edilmesi seklinde
aciklanabilmektedir. Bu yontem ile nanopartikiil hazirlanmasinda dikkat edilmesi
gereken nokta ¢oziiciilerin karisabilmesi ve seyreltik polimer ¢ozeltilerinin olusmasi

olarak belirtilmistir (Crucho vd., 2017).

2.4.4.2. Siiper kritik sivi teknolojisi

Nanopartikiil hazirlanmasinda organik ¢oziiclilerin ve yilizey aktif maddelerin
kullanildig1 yontemler ¢evreye vermektedir. Hazirlanan sistem iginde kalinti ¢oziicii
safsizligi bulundugunda, sistem toksik etki gosterebilmekte veya igeriginde bulunan

etkin maddenin bozulmasmna sebep olmaktadir. Bu dezavantajlarin {istesinden
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gelebilmek i¢in gevre i¢cin minimum zarar1 olan yontem arastirmalar1 yapilmistir. Siiper
kritik s1v1 teknolojisi ¢evreye yararli olmasi, basit ve tekrarlanabilir boyut biiyiitme,
homojenligin kontrol altina alinabilmesi gibi ozellikleriyle alternatif yontem olarak
kullanilmaktadir (Crucho vd., 2017).

Stiper kritik sivi, kritik sicaklik ve kritik basincin iizerinde 1sitilarak sikigtirilmig
bir stvidir. En fazla ve yaygin olarak kullanilan siiper kritik sivi karbon dioksittir.
Karbon dioksit ucuzlugu, kolay bulunabilir olmasi, kritik kosullarinin az olmasi,
yaniciligimin olmamasi, toksik etkilerinin olmamasi ve ¢evre dostu olmasi sebebiyle
genis kullanim imkanlart sunmaktadir (Crucho vd., 2017)

Siiper kritik sivi teknolojisinin nanopartikiillerin hazirlanmasinda ¢ok yaygin
olarak kullanilmamasinin en baglica sebeplerinden biri yiiksek maliyetli ekipman
gereksiniminin olmasidir. Diger bir dezavantaj ise polimerlerin siiper kritik sivida

¢ozinlirliigiiniin ¢ok diisiik olmasi veya hig ¢oziinmemesidir (Crucho vd., 2017).

2.4.4.3. Emiilsifikasyon- ¢oziicii buharlagtirma yéntemi

Bu yontemde ugucu ¢oziiciilerde hazirlanan polimerler emiilsiyon olusturmak igin
formiile edilir. Ge¢miste yaygin olarak diklorometan ve kloroform c¢oziiciileri
kullanilmistir. Daha sonra bu ¢oziiciiler etil asetatla yer degistirmistir.

Emiilsiyonun bir nanoparcacik siispansiyonuna doniistiiriilmesi, emiilsiyonun
stirekli fazi boyunca yayillmasina izin verilen polimer ¢oziicliniin buharlagsmasiyla
gergeklesir. Bu proses vakum altinda yapilan ve uzun siire devam eden bir iglemdir.

Bu yontemde kararliligi saglamak igin pluronik F68, polimer olarak ise PLA, PCL
ve PLGA kullanilmaktadir ve yiizey etkin madde kullanilmasina gerek yoktur (Vauthier
ve Bouchemal, 2009).

2.4.4.4. Piiskiirtme kurutma yontemi
Piiskiirtme kurutma tekniginin amaci sivi haldeki besleme karigiminin kati hale
gecis yapmasidir. Yontemde Oncelikle ilag, polimer ve siirfaktan ile beraber
¢cozlindiiriiliir ardindan elde edilen ¢ozelti farkli sicakliklarda piiskiirterek kurutma
cihazi ile puskiirtiilerek kurutma saglanir (Mahalingam ve Krishnamoorthy, 2015).
Genellikle bir parcacik bir damlaciktan ibarettir. Eger damlaciklarin merkezindeki

¢ozlinen madde miktar1 denge doygunlugundan daha az ise, bu zaman damlaciklarin
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ylizey kismindaki ¢6ken polimerler partikiil olusturur. Yontemin ekonomik ve

tekrarlanabilir olmas1 yaygin sekilde kullanmasini saglamaktadir(Nasir vd., 2015).

2.4.45. Nanogoktiirme yontemi

Nanogoktiirme yontemi Fessi ve arkadaslar tarafindan gelistirilmis olup, ¢oziicii
yer degisim yontemi olarak tanimlanmaktadir. Polimerik nanopartikiillerin
hazirlanmasinda kullanilan en basit yontemdir. Nanogoktiirme yontemi tekrarlanabilen,
hizli ve ekonomik olan bir yontemdir (Vauthier ve Bouchemal, 2009).

Nanogoktiirme, nanopartikiillerin ana bilesenlerini ¢ézen ¢Oziiciiniin kalitesini
diistirmeye dayanir. Coziicti kalitesindeki bu degisiklik, pH degeri, tuz konsantrasyonu,
¢oOziiniirlik kosullart degistirilerek veya solvent olmayan maddeler eklenerek elde
edilebilir.

Coziliciiniin  kalitesini  diisiirme yOntemine gore nanog¢Oktiirme, ¢oziiciisiiz
cokeltme, desolvasyon, pihtilagsma, tuzlama ve albiimin bazli teknoloji gibi farkli alt
yontemlere ayrilabilir (Tarhini vd., 2018).

Nanog¢oktiirme yontemiyle nanopartikiil hazirlarken etken madde ve polimer
organik ¢oziicii icinde ¢Oziindiiriiliir, daha sonra igerisinde ylizey etkin madde igeren
sulu ¢ozeltiye eklenir. Organik ¢oziicii uygun sicaklikta uzaklastirildiktan sonra geride
polimerle kaplanmis nanopartikiiller kalir (Makadia vd., 2011). Polimerik
nanopartikiillerin nanog¢oktiirme yontemiyle hazirlanmasi sematik olarak Sekil 2.2.’ve

Sekil 2.3.’te sunulmustur.
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Organik cozelti
Polimer ve ilag

Sulu cozelti

Su ve yiizey aktif madde *
Polimerin ¢okelmesi Polimerik Nanopartikiil
{Polimer  —e Yiizey aktif madde
¥ Opsiyonlu flac %

Sekil 2.2. Polimerik Nanopartikiillerin Nano¢oktiirme yontemiyle hazirlanmasi (Crucho vd., 2017)

Céziicii olmayan faz
(coziicii ile karisabilir)

Coziicii faz
(¢oziicii ve \
polimer) 7
-
Coziicii olmayan fazin
karistirilarak eklenmesi Coziicii difizyon ¢okeltme Nanopartikiillerin olusumu

Sekil 2.3. Nanog¢éoktiirme yontemiyle hazirlanan polimerik nanopartikiiller (Tarhini vd., 2018)

Bu yontemde ¢d6ziicli, suyla karisan ve buharlastirildiginda kolayca uzaklagan
¢oziiciiler arasindan segilir. Bu nedenle genellikle aseton kullanilir. Bazen ikili ¢oziicii

karisimlari kullanilmaktadir (Thioune vd., 1997). Etanol ve aseton karigimlart bu ikili
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¢oziicii karigimlarina 6rnek olarak verilebilir ve basarili bir sekilde kullanilabilmektedir
(Murakami vd., 1999).

Bu yontemde nanopartikiilii hazirlamadan 6nce etkin maddenin polimere veya
nanopartikiil yiizeyine kovalent olarak baglanmasi, etkin maddenin polimerik tasiyici
sistem iizerine adsorpsiyonu veya nanopartikiilleri hazirlarken etkin maddeyi polimer
matris i¢inde hapsedilmesi gibi farkli ¢alisma ve hazirlama stratejileri kullanilmaktadir
(Jung vd., 2000).

Nanogoktiirme yonteminin avantajlari asagida siralanmustir.

» Su ile kolay karisabilen c¢oziiciilerin kullanimi ile toksik reaksiyonlar

azalmaktadir.

» Damla damla pargaciklarin olusmasi hidrofobik ilaglarin kapsiillenmesi igin tek

adimli basit yontemdir ve partikiil boyutu dar dagilimda elde edilmektedir.

» Ekonomik ve hizli bir yontemdir.

> Olgek biiyiitme kolaydir.

» Daha diisiik santrifiij hizi, partikiilleri yiiksek verimle toplamak i¢in yeterlidir

(Almoustafa vd., 2017).

2.4.5. Polimerik nanopartikiillerin karakterizasyonu
2.45.1. Parc¢acik boyutu ve dagilimi

Nanopartikiillerin fizikokimyasal 06zelliklerini dogrulamak i¢in ¢ok sayida
karakterizasyon  ¢alismalar1  yapilmaktadir. Pargacitk boyutu ve dagilimi,
nanopartikiillerin in vivo davranisini, toksisitesini, ila¢ salimini ve kararliligini
belirlemek i¢in Onemli bir analiz yontemidir. Yapilan c¢aligmalarda mikron-alti
boyutundaki nanopartikiillerin mikron boyutuna sahip ila¢ dagitim sistemleriyle
kiyaslandiginda sahip oldugu avantajlar belirlenmistir. Mikron-altt boyutundaki
nanopartikiillerin hiicre i¢ine girme oram1 ve hareketlilikleri mikron boyutundaki
sistemlere nazaran daha yiiksektir (Maruthi, vd., 2011).

Parcacik boyutu ilacin dissoliisyonunu ve polimer degradasyonunu etkileyen
Ozellikler arasinda ilk baglarda yer almaktadir. Kiiclik boyuta sahip partikiiller genis
ylizey alanina sahip olduklarindan dolay1 ilag¢ ya partikiil yiizeyinde ya da enkapsiile
halde bulunur. Bu durum ilacin daha kolay bir sekilde dissoliisyonunu saglar. Daha
biiyiikk boyutta olan pargaciklarda ise ila¢ genis bosluklara dolar ve bu sebeple ilag

dissoliisyonu daha gec¢ olur. Kiiciik boyuttaki pargaciklarin en biiylik sorunu ise
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agregasyon olusturmalaridir. Polimer degradasyonunu pargacik boyutundan da
etkilenebilmektedir (Maruthi vd., 2011).

Nanopartikiillerin parcacik boyutu ve dagilimini belirlemek i¢in foton korelasyon
spektroskopisi (PCS) veya dinamik 1s1k sa¢ilimi (DLS), gecirimli elektron mikroskobu
(TEM) ve taramal1 elektron mikroskobu (SEM) gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir
(Khater vd., 2021).

2.4.5.2. Zeta potansiyel

Nanopartikiillerin ~ elektriksel — 6zellikleri zeta potansiyel Olciimleri ile
belirlenmektedir. Yiiksek zeta potansiyellerde elektriksel itmelerden dolay1 yiiklii
parcaciklarda agregasyonun meydana gelme olasiligi daha diisiiktiir (Khater vd., 2021).
Maddelerin zeta potansiyel degeri ‘zeta sizer’ adli cihaz ile dlgiiliir (Tantra vd., 2010).

Nanopartikiillerin kararlilik gdstergesi olan zeta potansiyel degerinin +30 mV’den
daha yiiksek ve -30 mV’den daha diisiik degerde olmasi ideal olarak belirtilmistir
(Khater vd., 2021).

2.4.5.3. Invitro dissoliisyon

Nanopartikiillerin basarili formiilasyonlar olarak elde edildiginin 6nemli bir
gostergesi i¢lerinde bulunan ilacin salimini veya dissoliisyonunu basarili ve istenilen
sekilde yapabilmesidir. ~ Nanopartikiillerden ilacin dissoliisyonu asagida verilen
parametrelere gore degisiklik gosterebilmektedir:

1) Polimer duvarindan difiizyon

2) Adsorbe edilmis ilacin desorpsiyonu

3) Nanopartikiil yoluyla difiizyon

4) Nanopartikiil matris erozyonu

5) Erozyon/difiizyon siireci

Sonug olarak biyolojik olarak bozunma ve diflizyon, ilacin dissoliisyon siiresini
belirlemektedir. In vitro dissoliisyon testinin birbirinden farkli formiilasyonlarin
yetenegini karsilagtirma ozelliginden dolay:r ilag gelisiminde onemli bir rolii vardir
(Heng vd., 2008). In vitro dissoliisyon testlerini gelistirmek igin bir¢ok ydntem

denenmis ve bulunmustur. Bu yontemler baslica ii¢ gruba ayrilmaktadir:
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1. Membran difiizyon yontemi
2. Numune ve ayirma yontemi

3. Siirekli akis yontemi (Soppimath vd., 2001).

2.4.5.3.1. Membran difiizyon yontemi

Membran diflizyon yontemi dissoliisyon ¢aligmalarinda en yaygin kullanilan
yontem olarak bilinmektedir. Yonteminin baslica 6zelligi nanopartikiil sistemlerden
salinan serbest ilact gec¢iren, nanopartikiili gecirmeyen diyaliz membraninin
kullanilmasidir. Membran difiizyon yontemi ya da diyaliz yontemi kendi i¢inde {i¢
gruba ayrilmaktadir. Bunlar; diyaliz kesesi yontemi, ters diyaliz kesesi yontemi ve yan
yana diyaliz yontemidir. Diyaliz kesesi yontemi, nanopartikiil sistemleri bir diyaliz
kesesinin i¢ine yerlestirilir, ortama birakilir ve sicak su banyosunda karistirilarak

gerekli analizler yapilmasi seklinde tasarlanmaktadir (Shen ve Burgess, 2013).

2.4.5.3.2. Numune ve ayirma yontemi

Bu yontemde dogrudan dissoliisyon ortamina eklenen nanopartikiil sistemleri
ilgili dissoliisyon ortaminda dagitilmaktadir ve nanopartikiilleri serbest salinan ilacgtan
ayirmak i¢in farkli zaman araliklarinda ultrafiltrasyon, ultrasantrifiijjleme ve santrifiij
ultrafiltrasyon gibi numune ayirma yontemleri kullanilmaktadir. Yontemin dezavantaji
nanopartikiilleri ortamdan ayirmanin zor olmast ve yiiksek basing altinda
ultrasantrifiijleme ile nanopartikiillerin stabilitesinin bozulmasi sayilabilir (Shen ve
Burgess, 2013).

2.4.5.3.3. Siirekli akis yontemi

Siirekli akis yontemi (USP Aparat 4) degistirilmis salim yapan oral dozaj formlari
icin gelistirilmistir. USP Aparat 4 yontemi, hareketsizlestirilmis formiilasyonlar yoluyla
ortamin kiiclik bir hacmini siirekli olarak dolastirabildiginden, parenteral dozaj formlari
icin In vivo ortami (6rn., deri alt1 dokusu) simiile etmede avantajlar gosterir. Ek olarak,
USP Aparat 4 ile kullanilan ortam hacmi, ¢esitli formiilasyonlarin test edilmesine izin
verecek sekilde ayarlanabilir ve bu, bircok diisiik doz parenteral formiilasyon igin
ozellikle onemlidir. USP Aparat 4'iin bir uyarlamasi, mikrokiireler gibi parenteral

stirekli dagitim sistemlerinden ila¢g salimini arastirmak icin gelistirilmistir. Bu yontem
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mikrokiirelerden ilag salimini arastirmak ic¢in yaygin olarak kullanilmistir (Shen ve

Burgess, 2013).

2.4.5.4. Dissoliisyon kinetigi

Test yonteminden bagimsiz olarak, salim kinetigi calismalarinin altinda yatan
varsayim, nanopartikiil sistemlerin doz araligimnin ve salim ortaminin hacminin batma
kosullarini (ortamin hacmi olarak doymus bir ¢ézelti olusturmak i¢in gerekenin en az ii¢
kat1 olarak tanimlanir) karsilamasidir. Yani, ilag salimi ¢oziiniirliikle sinirli degildir ve
salma kinetigi profilindeki fark, in vivo olarak bir ilag tasiyicisi olarak nanopartikiillerin
performansini yansitir. Bu gereksinimi karsilamak i¢in, nanopartikiiller igin yeterli
miktarda salim ortaminin kullanilmasi 6nemlidir. Bununla birlikte, suda az ¢oziiniir
ilaglar s6z konusu oldugunda, nanopartikiil kiitlesinin salim ortaminin hacmine ¢ok
diisiik bir oran1 anlamma geldiginden, ¢okelme kosulunu yerine getirmek oldukga zor
olabilir. Biiyiik hacimli salim ortami kullanmanin bir dezavantaji, diisiik konsantrasyon
nedeniyle ila¢ analizinin zorlagmasidir. Bu zorlugu azaltmak i¢in, drneklenen ¢ozelti
analizden once konsantre edilir veya ila¢ ¢oziiniirliigiinii (dolayisiyla nanopartikiil
kiitlesinin orta hacme orani) arttirmak i¢in salim ortamina yiizey aktif maddeler veya

yardimet ¢oziiciiler gibi bir ¢oziinme yardimcisi eklenir (Abouelmagd vd., 2015).

2.4.6. Polimerik nanopartikiillerin avantajlar

Polimerik nanopartikiillerin avantajlar1 asagida maddeler halinde sunulmustur.

» Kiigiik partikiil boyutuna sahiptirler (Panyam vd., 2003).

» Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda biyolojik olarak pargalanabilen
malzemelerin kullanilmaktadir. Birkag¢ giin veya hatta haftalar i¢inde, biyolojik
olarak parcalanabilen materyal, hedef doku {lizerinde kontrol edilebilir bir
etkiye sahip olmaktadir ve ilaglar / proteinler veya peptitlerin stabilitesini
arttirmaktadir (Soppimath vd., 2001).

» Oral yolla ilag uygulandigi zaman, nanopartikiil seklinde verilen ilacin
dissoliisyon ve biyoyararlanimi artmaktadir.

> llag yiikleme kapasiteleri yiiksektir ve bu etkin maddenin hiicre i¢i dagilimm
arttirmaktadir (Nagavarma vd., 2012).

» Yiiksek kararlilik ve yiiksek raf dmriine sahiptirler.
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> Uretim teknikleri genel olarak basit ve kolaydir, hazirlanma maliyetleri
diistiktiir (Gelperina vd., 2005).

» Hidrofilik ve hidrofobik ilaglarla uyumludurlar, etki istenilen bir bolgede
toplanilabilir, kontrollii salim saglarlar, aktif ve pasif hedefleme miimkiindiir
(Nagarwal vd., 2009).

» Biyolojik olarak pargalanabilir yapiya sahiptirler ve bu yiizden kullanildiklar

zaman zararl etki géstermezler (Amgoth vd., 2019).

2.5. PLGA

Polimerik nanopartikiillerin biyo davranist kullanilan biyobozunur polimerlere
gore degisiklik gostermektedir. PLGA biyobozunur polimerler sirasinda yer almakta
olup insanlarda kullanilmasi i¢in FDA tarafindan onaylanmistir (Cafadas vd., 2016).

Polimerik nanopartikiil sistemlerinde PLGA’nin genis kullanimi onun inert
bilesimi, stabil bozunma hizi, yani onu olusturan laktik asit ve glikolik asitten
kaynaklanmaktadir. PLGA igerikli nanopartikiiller mekanik stabilitesinin iyi ve boyut
dagilimmnin dar olmasi ile karakterize edilirler. Matris olarak kullanilan PLGA oral
uygulamadan sonra ilacin enzimatik bozulmasini engeller (Moritz vd., 2015). Olumlu
bozunma 06zellikleri ve hidrolizden sonra Krebs dongiisii yoluyla viicuttan kolayca
atilabilen toksik olmayan metabolit monomerlerinin (laktik asit ve glikolik asit) tiretimi
gibi PLGA polimerlerinin bir¢ok avantaji bildirilmistir. PLGA'min ila¢ dagitiminda
biiyiik bir potansiyeli olmasina ragmen, PLGA nanopartikiillerinin in vivo uygulanmasi
zayif su stabilitesi ve genis nanopartikill c¢apr nedeniyle sinirhidir, bu da
nanopartikiillerin viicuttan hizli arinmasina yol acar (Khaledi vd., 2020). PLGA
nanopartikiilleri negatif yiiklere sahiptir ve yilizey modifikasyonu ile ndtr veya pozitif

yiiklere doniistiiriilebilir (Danhier vd., 2012).

2.5.1. PLGA nanopartikiillerinin hazirlanmasi

Literatiirde PLGA bazli nanopartikiillerin nanog¢oktiirme yontemi ile hazirlanmasi
olduk¢a popiilerdir. Nanog¢oktiirme yonteminde kullanilan polimer ve ilag, aseton,
asetonitril, etanol veya metanol gibi suyla karisan ¢o6ziicii iginde ¢dziindiiriiliir.
Ardindan bu ¢6zelti damla damla igerisinde yiizey etkin madde bulunan karisima ilave
edilir. Hizli ¢6ziicti difiizyonu ile nanopartikiiller olusur ve en son asamada ¢o6ziicii

uzaklastirilir. Bu yontemde dikkate alinmasi gereken bazi hususlar vardir. Bunlar;
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polimer/yiizey etkin madde orani, polimer konsantrasyonu, yiizey etkin madde 6zelligi
ve konsantrasyonu, ¢oziicli yapisi, viskozite, katki maddeleri, etkin maddeler ve

damlatma parametreleridir (Astete ve Sabliov, 2006).

2.5.2. PLGA fizikokimyasal ozellikleri

PLGA'nin fizikokimyasal ozellikleri kontrollii salim sistemlerinin tasarimi igin
birgok olanak saglar. Bununla birlikte, PLGA nanopartikiillerinin en O6nemli
dezavantaji, hiicreler ve proteinlerle se¢ici olmayan etkilesimleridir ve hedef olmayan
dokularda ilag birikimine yol ag¢masidir. Biyolojik olarak aktif ligandlarla etkili
kovalent baglanma i¢in uygun fonksiyonel gruplarin olmamasi bagka bir dezavantaj
yaratir. Bu nedenle, PLGA nanopartikiilerinin fiziksel ve kimyasal yiizey
modifikasyonu iizerinde bazi girisimlerde bulunulmustur (Chen vd., 2009). PLGA ile
hazirlanan nanopartikiiller viicutta yiizey erozyonu veya yigin erozyonu sonucunda
pargalanarak polimerin hidrolizine neden olmaktadir. Ilacin dissoliisyonu da bu
hidrolizden kaynaklanarak dért asamada gerceklesir. Ik asama suyun difiizyonu, ikinci
asama asit Ozellikli gruplarin hidrolizi, {i¢iincii agsama oligomerlerin partikiillerin disina
difiize olmas1 ve en son asamada su molekiilleri bosluklardan difiize olmasidir. Ugiincii
asamada polimerlerde belli oranda kiitle kayb1 olusur ve ilacin dissoliisyonunda artis
goriliniir. En son evrede ise polimerik matrikste gozenekler belirgin sekilde goriilmeye

baglar ve ilag bozunmast homojen ve yavas bir sekilde ilerler (Parikh vd., 2011).

2.6. Kitosan

Nanopartikiillerin iiretiminde yaygin olarak kullanilan polimerlerden biri de
polisakkarit olan kitosandir. Mukozal yiizeylere yapismasi, ilag dagitiminda etkili
olmasi, katyonik ylizeye sahip olmasi bu polisakkaridin basarili kullanilmasinda etkili
olmustur (Grenha, 2012).

Kitosan biyobozunur, diisiik toksisiteye sahip, biyolojik olarak uyumlu,
antibakteriyel ozellikli bir polimerdir (Chen vd., 2009). Kitosan biyolojik olarak
pargalanabilen 6zellikli oldugu igin insan viicudunda kolayca emilen giivenli bilesiklere
pargalanmaktadir (Shariatinia, 2019).

Gida, eczacilik, kozmetik gibi ¢esitli alanlarda kullanilan kitosan yenilebilir
olmasi, toksisite olusturmamasi nedeniyle biiyiik ol¢ekte ilgi gormiistiir (Zhang vd.,

2010).
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Yapisinda cesitli amin gruplarini bulunduran bu polimer yiizey modifikasyon
ajan1 olarak kullanilmaktadir (Zhang vd., 2015). Yiiksek pozitif zeta potansiyeline sahip
olan kitosan modifiye edilmis PLGA nanopartikiilleri basarili bir sekilde kullanilmistir
(Wang vd., 2013). Diisik pH'de amino gruplarinin protonlanmasi, Kkitosan
makromolekiillerini pozitif yiiklii hale getirir ve bu da kitosanin mukozal yapismasina
yol acar. Bu nedenle, kitosan kullanilirken pH degeri dikkate alinmalidir (Lu vd., 2019).

Kitosan nanopartikiilleri iyi kararlilik, toksik etkinin az olmasi, kolay hazirlanma
yontemi, asidik sulu cozeltilerde coziinebildikleri i¢in partikiil iiretirken tehlikeli
organik ¢Oziiclilerin kullanilmamasi gibi avantajlara sahiptir (Nagpal vd., 2010).
Nemlendirici ve iyi emici Ozelliklere sahiptir. Su ve bir¢ok organik c¢oziiciilerde
¢oziinmemesi kitosanin bir dezavantajidir. Kitosanin ¢oziniirliigiintin iyilestirilmesi
olukca O6nemli bir konudur. Giiniimiizde {i¢ yontemle kitosanin ¢oziniirligiini
gelistirmek miimkiindiir:

1. Kitosanin orijinal hidrojen bagin1 ve kristalligini yok etme yontemi.

2. Kitin deasetilasyonu

3. Kimyasal modifikasyon (Wang vd., 2020).

2.7. Vitamin A Palmitat
2.7.1. Vitamin A Palmitat’in 6zellikleri

Vitamin A palmitat (VAP, Retinil palmitat) sar1 renkli, kristal veya amorf
seklinde olan bir tozdur. Cogu organik ¢dziiciide (etanol, aseton, kloroform), kat1 ve sivi
yagda ¢Oziiniir, su ve gliserolde ¢oziinmez. Erime noktasi: 27-29 ° C, kaynama noktasi:
760 mm Hg'de 607,5 °C’dir (Bernauer vd., 2016). Isik ve oksijen gibi ortam
kosullarindan dolay1 bozulmaya meyillidir (Argimon vd., 2017). Cildin, saglarin saglikli
olusumunda, korunmasinda etkili olan VAP ayni zamanda derinin iist tabakasini
temizler, elastikligini arttirir, piriizsiz hale getirir, ciltte yer alan lipitlerin
perokidasyonunu engeller, cildi yeniler ve daha dogal ve gen¢ goriiniim kazandirir.
VAP antioksidan 6zellige sahiptir. Kolajen kaybini 6nler ve hiicre yenilenmesinde rol
alir. Bu ve nemlendirici Ozelliklerine istinaden topikal olarak jel ve kremlerde
kullanilmigtir (Argimon vd., 2017).

Kozmetik bir bilesen olarak VAP viicut losyonlarinda maksimum %0.05, yiiz ve

el kremlerinde 9%0.3 konsantrasyonlarda kullanilmaktadir. Yaslanma karsiti
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Ozelliginden dolay1 giiniimiizde daha aktif kullanilan VAP, ayn1 zamanda dis eti

sorunlarinin giderilmesinde de terapdtik ajan haline gelmistir (Bernauer vd., 2016).

2.7.1.1. UV etkinlik

VAP ultraviyole 15181 emen konjuge c¢ift baglara sahip yan zincirler igerir. Yapilan
hayvan deneyleri retinoidlerin, UVB’den kaynaklanan hiicre apaptozunun ve DNA 15181
hasarmin etkili bir sekilde 6nlenebildigi goriilmiistiir (Babamiri vd., 2010).

VAP topikal uygulamada giinesten koruyucu ozelliklerinden dolay1 biiyiik ilgi
gormektedir. Genellikle kuru cilde uygulanan VAP, epitelizasyon ve keratinizasyonda
basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Gaspar vd., 2013).

Vitamin A ve tiirevleri cilt bariyerini UV radyasyondan korumakla beraber cildi
eski haline getiren fotokoruyucu ve antioksidan madde ve tiirevleridir. Ayn1 zamanda
maksimum 325 nm’de 300 ile 350 nm arasindaki ultraviyole radyasyonu emer. Uzun
stire vitamin A kullanimina maruz kalmak, vitamin A’nin 1s18a maruz kalmasi
fotoksidasyona ugramasina neden olur. Bu durum alerjik reaksiyonlarin olusmasina yol
acar (Gaspar vd., 2013). VAP’ 1n fotohasar1 onleyici, yaslanma siirecini yavaslatan ve
hatta durduran 6zellikleri bilinmektedir. Cilt yaslanmasi igsel ve digsal olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadir. I¢sel yaslanmada genetik faktorler rol oynarken, dissal yaslanma
daha ¢ok ultraviyole 15181n belirgin bir sekilde ciltle olan temasina baglidir (Darlenski
vd., 2010).

Son yillarda VAP’iIn gilines koruyucu kremlerde kullaniminin arttig1
goriilmektedir. Ayn1 zamanda regeteli ve regetesiz ilaglarda da kullanilmasi FDA
tarafindan onaylanmistir (Burnett ve Wang, 2011).

Bazi ¢aligmalarda A vitamininin gilinesten koruyucu o6zelliginin olmadig: ileri
stirlilmiis, antioksidan 6zelliginden dolay1 giines kremlerinde kullanildig1 sdylenmistir.
Ayni zamanda antioksidan ozelliginden dolay1 cilt kanseri riskini azaltan etkiye de
sahiptir. Bununla birlikte, vitamin A igerikli kremlerin uzun miiddet giines 1s18ina

maruz kalmas: ciltte tahrise, olumsuz etkilere yol agtigi belirlenmistir (Chapman, 2012)

2.7.1.2. Antioksidan aktivite
Antioksidan maddeler istenmeyen oksidasyon reaksiyonlarimi engelleyerek
tirtinlerin korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Antioksidan maddeler bitki,

hayvan ve mikroorganizmalarda bulunabilir veya kimyasal yollarla sentezlenebilir.
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Antioksidanlar genellikle insan viicudunu oksidatif hasara karsi korur ve hastalik riskini
azaltir. Antioksidan aktivite, hidrojen atomu transferi, tek elektron transferi dahil olmak
tizere farkli mekanizmalara sahip gesitli analizlerle izlenebilmektedir (Shahidi vd.,
2015). Vitamin A diisiik oksijen basincinda lipid peroksidasyonu siirecinde antioksidan
etki gosterir. Aymi zamanda diger antioksidanlarla (vitamin C, vitamin E)
kullanildiginda onlarin etkisini arttirma 6zelligine sahiptir (Silva vd., 2019).

VAP antioksidan etkisi sayesinde kolajen sentezini gii¢lii bir sekilde uyararak
MMP 1 (kollajenaz 1) ekspresyonunu azaltir. Bu da VAP n yaslanma karsitt kremlerde
kullanilmasimi arttirmigtir. VAP ile ciltte yaslanmanin, UV radyasyondan kaynaklanan
ince kirigikliklarin, cilt elastikliyinin, pigmentasyonun azaltabildigi goriilmistiir.
Giiniimiizde de en sik kullanilan yaslanma karsit1 madde olarak tanimlanmaktadir ve
diger vitamin A tiirevleriyle kiyaslandiginda, ciltte daha az tahrise neden oldugu
goriilmektedir (Ganceviciene vd., 2012).

Antioksidanlar topikal olarak cilt bakimi uygulamalarinda kullanildiklarinda bazi
durumlarda kimyasal dengesizlik ve cilde zayif penetrasyon gibi olumsuz &zellikler
segileyebilmektedir. Bu sebepten dolay1 kozmetiklerin performansini iyilestirmek (cilde
penetrasyonu arttirmak i¢in) adina nanopartikiil gibi tasiyici sistemler kullanilmaktadir

(Hameed vd., 2019).

2.7.1.3. Yaslanma karsit1 etki

Insan cildi igsel ve digsal olarak zaman gectikce yaslanmaya maruz kalir. Icsel
yaslanma dogal fizyolojik degisikliklerin sonucudur. Dissal yaslanmanin nedenleri ise
cevresel faktorler ve UV (ultraviyole) 1smnlarima uzun siire maruz kalmaktan
kaynaklanir. Yaslanmanin en 6nemli ve dissal belirtisi kirigikliktir. Bununla birlikte
hiperpigmentasyon ve cilt sarkmalar1 da goziikmektedir. Yaslanma ile beraber cilt
elastikligini kaybeder ve kuruluk ortaya ¢ikar (Farooq vd., 2018).

Yaglanma karsit1 etkili olan VAP once stratum korneum’a penetre olur, daha
sonra ise dermise niifiiz eder. Buradaki keratinositlere ulastiginda i¢ kismina girerek
uygun reseptore baglanir. VAP genellikle 4 reseptorii - keratinositler, fibroblastlar,
melanositler ve Langerhans hiicrelerini uyarir. Keratinosit hiicreleriyle etkilesime
gecerek proliferasyonunu destekler, deriden su kaybini azaltir, kolajenin bozulmasini

engeller ve derinin iist tabakasinin koruyucu 6zelligini arttirir (Zasada vd., 2019).
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2.7.1.4. Yara iyilestirme
Yara iyilesmesi dort asamada olmaktadir. Bunlar; hemostaz, inflamasyon,
proliferasyon ve yeniden sekillenmedir. Bu asamalarda biri digerini izlemektedir ve bir

asamada olusan sorun diger asamay1 da etkilemektedir (Zinder ve Vlad, 2019).

1920’lerden bu yana vitamin A eksikliginin keratinizasyona sebep oldugu
kanitlanmistir. Bundan baska akne vulgaris, sedef hastaligi, fotohasar gibi cesitli cilt
hastaliklarinin tedavisinde de kullanilmis ve giiniimiizde de kullanim1 devam etmektedir
(Polcz ve Barbul, 2019). 1968’de Ehrlich vitamin A’nin kortizonun etkisini yok ettigini,
bununla da yara iyilesmesini aktive ettigini kanitlamistir. Bundan birka¢ yil sonra
Hermann ve Woodward, vitamin A’nin hayvanlarda topikal olarak uygulanmasi sonucu
yara iyilesmesini hizlandirdigin1 kanitlayan deneyler gergeklestirmistir. Vitamin A’nin
yara iyilestirmesindeki mekanizmasi, lizozomal membran stabilitesini azaltarak
makrofaj akisini ve aktivasyonunu arttirmak ve kolajen sentezinin uyarilmasidir (Zinder
ve Vlad, 2019). Vitamin A lazer, kimyasal soyma, dermabrazyon gibi cilt islemlerinin
Oncesi ve sonrasinda uygulandiginda diger bolgelere istinaden daha erken iyilesme
sagladigi, cildi pirizsiizlestirdigi, bu cildin tedaviye daha erken yanit verdigi
gozlemlenmistir (Hubbard vd., 2014). Vitamin A’nin topikal kullanimi sirasinda en ¢ok
goriilen yan etkisi eritem, kuruluk ve kasintiyla ortaya ¢ikiyor. Bu da bazi durumlarda
retinoidlerin genelinin kullaniminda sinirlar olmasi gerektiginin bir gostergesidir (Riahi

vd., 2016). VAP igeren piyasada bulunan bazi miistahzarlar Tablo 2.3.’te sunulmustur.
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Tablo 2.3. Piyasadaki miistahzarlar (Retinol (A Vitamini) I¢eren Tiim Kremler - Begonya, n.d.)

Preparat ismi Marka

First Aid Beauty FAB Skin Lab Retinol Serum Skin Lab

Intensive Clarity Treatment 0.5% Pure Retinol Night PCA Skin

Revitalift Anti-Wrinkle and Firming Eye Cream Loreal Paris
Retinol Correxion Anti-Aging Eye Cream RoC

Youth Dose Eye Treatment Cream Kiehl’s
Skincare 24/7 Retinol Eye Cream Dr. Brandt
Crystal Retinal 3 Medik8
Granactive Retinoid 2% in Squalane The Ordinary
A+ High -Dose Retinoid Serum Sunday Riley

Advanced Night Repair Eye Supercharged Complex  Estée Lauder
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3. GERECLER

3.1. Kullanmilan Maddeler

Madde adi Firma adi

Asetik asit Sigma-Aldrich, Almanya
Aseton Merck, Almanya
Dimetil siilfoksit (DMSO) Merck, Almanya

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Sigma-Aldrich, Almanya
Etanol Carlo Erba, Fransa
Fetal sigir serumu Sigma Aldrich Almanya

Immiinofloresan boya (Hoechst 33258) Cell Signaling Technology Hollanda

Kitosan (LMW) Sigma-Aldrich, izlanda
L-glutamin Sigma—Aldrich Almanya
Penisilin/Streptomisin Gibco ABD

Pluronik F-68 Alfa Aesar, Almanya
Potasyum fosfat monobazik Sigma-Aldrich, Almanya
Resomer RG 502 H (PLGA) Sigma-Aldrich, Amerika
Sodyum hidroksit Sigma-Aldrich, Almanya
Span 60 Sigma-Aldrich, Amerika
Tripan mavisi Roche Almanya

Tween 80 Merck, Almanya
Vitamin A Palmitat Dermoskin, Tiirkiye
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3.2. Kullanilan Cihazlar
Cihaz adx

Buz Dolabi

Cytation 3 Multi-mode
Derin Dondurucu

Distile su cihazi

Hassas terazi

Hiicre sayim cihazi

Hiicre kaziyict
Liyofilizator

Manyetik karistirici
Mikropipet seti

Oris™ Cell Seeding Stoppers
Oris™ Stopper Tool

pH metre

Prob sonikator

Santrifiyj 1

Santrifiij 1

Su banyosu

The Oris™ Cell Migration Assay
Ultrasonik banyo
UV-Spektrofotometre
Vorteks

Zetasizer

Firma Adi
Argelik, Tiirkiye

Reader Biotek, ABD

Liebherr LGEX 3410 Medline, Isvicre

MiliQ Milipore, Fransa

Ohaus E1 2140, ABD

Cedex XS, Almanya

Greiner Bio-One ABD
Scanvac-Coolsafe Pro, Danimarka
Jeiotech MS-53M, Giiney Kore
Eppendorf, Almanya

Platypus Technologies, CMA5.101
Platypus Technologies, CMA5.101
WTW Profi Lab pH 597, Almanya
Sonics, Amerika

Eppendorf 5810, Almanya

Niive NF400, Tiirkiye/

GFL, Tissue float bath 1052, Almanya

Platypus Technologies, CMA5.101
Wisd Laboratory Instruments, Kore
Shimadzu, Japonya

Jeo Tech, Kore

Malvern Nano ZS, Ingiltere
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4. YONTEM

4.1. Analitik Miktar Tayini i¢in Validasyon Calismalari

[lag arastirmalarinda kullanilan analitik ydntemin dogrulanmas1 ya da
validasyonunun baslica amaci, uygulanacak olan yéntemin amaglanana uygun oldugunu
ortaya c¢ikarmak ve bunu kanitlamaktir. Bu sebeple uygulanan analiz yonteminin
kesinlik ve dogruluk gostergeleri analiz sonuglarindan elde edilen verilerle kanitlanarak
gosterilmektedir. Bu tez c¢alismasinda miktar tayini validasyonunda; dogrusallik,
kesinlik, duyarlilik ve dogruluk gibi analitik parametreler merkeze alinmus, istatistiksel
ve matematiksel agidan degerlendirilmistir. Analitik miktar tayini i¢in validasyon
calismalarinda, Uluslararast Harmonizasyon Birligi'nin (ICH) Analitik Islem
Validasyon Yontemi kullanilmigtir (Borman ve Elder, 2017). Bu tez ¢alismasinda hem
miktar tayini hem de dissoliisyon g¢alismalarinda kullanilmak tizere iki farkli analitik
yontem gelistirilmis ve valide edilmistir.

Formiilasyonda etkin madde miktar tayini ve ardindan yapilacak olan in vitro
dissoliisyon calismasina baglamadan 6nce VAP miktar tayini icin analitik yontem
validasyon calismasi yapilmistir. In vitro ¢alismalarda VAP miktar tayini i¢in UV
spektrofotometre kullanilmistir. Yontem gelistirme c¢alismalarina oncelikle VAP icin
maksimum absorbans degeri bulunarak baslanilmis ve ardindan dogrusallik c¢alismasi
yapilmigtir. UV absorbans degerinin bulunmasi igin 1:1 h/h oraninda etanol: aseton
igeren ve %1 Tween 80 igeren PBS pH 6.8 ¢6ziicli ortaminda VAP’ UV spektrumu
alinmig ve analizlerin yapilacagi maksimum dalga boyu (Amaks) belirlenmistir. UV
Spektrofotometri yonteminin validasyon c¢alismalarinda ICH klavuzlari dogrultusunda
dogruluk, dogrusallik, duyarlilik kesinlik parametreleri degerlendirilmistir (Silva-
Buzanello vd., 2015).

4.1.1. Vitamin A palmitat icin 1:1 etanol: aseton ortaminda validasyon ¢alismasi

VAP i¢in segici UV spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. UV yontemi, bir
UV/vis Spektrofotometresi (UV- 160A, Shimadzu) lizerinde 330 nm'de ve kuvars kiivet
kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.1.1.1. Dogrusallik
Bir analitik yontemin dogrusalligi, verilen ilag ya da kullanilan etkin madde

konsantrasyon aralifinda analizi yapilan maddeyi farkli konsantrasyonlarda igeren
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orneklerin elde edilen absorbans ile dogru orantili olmasidir. Dogrusallik ¢aligmasinda,
¢ozelti konsantrasyonunun fonksiyonu olarak absorbans elde edilmektedir. Dogrusallik
analizinde, regresyon analiz ve istatistiksel yontemlerle degerlendirme yapilmaktadir.
Dogrusallik ¢alismasi i¢in en az alt1 konsantrasyonda ¢alisilmasi tavsiye edilmektedir.
UV yonteminde kullanilacak olan VAP’a ait standart egrinin ve regresyon
denkleminin elde edilebilmesi amaciyla Oncelikle stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok
¢ozelti hazirlamak i¢in, 6ncelikle tam olarak tartilmis 25 mg VAP, etanol: aseton (1:1)
ile yikanarak balon jojeye alinip 25 mL hacime etanol: aseton (1:1) karisimi ile
tamamlandiktan sonra on dakika ultrasonik banyoda tutulmasi ile hazirlanmistir. Sonug
stok ¢ozeltininin konsantrasyonunun 1000 pg.mL? olmasindan hareketle, ¢esitli
seyreltmeler ile 2-10 pg.mL? araliginda alti degisik konsantrasyonda ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Analizler sonucunda alti nokta i¢cin VAP konsantrasyonuna karsilik
gelen absorbans degerleri bulunmustur. Elde edilen absorbans degerleri ile regresyon
analizi yapilip VAP’a ait regresyon denklemi ve denkleme ait determinasyon katsayisi

(> ) bulunmustur. Calisma n=3 olacak sekilde yapilmustir.

4.1.1.2. Kesinlik

Kesinlik analitik yontem validasyonunda; tekrareldeedilebilirlik, ara kesinlik ve
tekrarlanabilirlik olarak saptanabilmektedir.

Tekrarlanabilirlik, ayni iglem kosullarini uygulayarak ve kisa zaman biriminde
kesinligi ifade etmektedir. Yontemin tekrarlanabilirligi, ayn1 stok ¢ozelti kullanilarak
hazirlanan 6rneklerin absorbans 6l¢iimiinii tekrarlamakla elde edilmektedir.

Ara iriin kesinliginde, birbiri ile iligkisi bulunmayan durumlarin ya da farkli
degiskenlerin (giinler, analistler, kullanilan malzeme ve cihazlar) analitik yontemin
kesinligi tlizerine etkisi bulunmaktadir. Tekrareldeedilebilirlik ise farkli laboratuvarlarda
analizlerin ve deneylerin tekrarlanarak, sonuglar arasinda olan kesinligin
belirlenmesidir. Yontemin standardizasyonu igin genelde farkli birimler ile ortak
calismalar yapilmaktadir, bu zorunlu olmayan bir validasyon parametresidir. Yontemin
kesinlik caligmalarinda, tekrarlanabilirligini gdstermek i¢in kalibrasyon araligina denk
gelen 3 farkli konsantrasyonda (4 pg.mL?, 6 pgmL?, 10 pgmL?') VAP iceren

cozeltiler hazirlanmis ve her bir konsantrasyon i¢in 3 6lgiim tekrart yapilmistir.

31



4.1.1.3. Dogruluk

Dogruluk, uygulanan analitik yontem ile elde edilen test sonuglarinin gergek
degerlere olan yakinligi demektir. Dogruluk c¢alismalari, 3 farkli konsantrasyonda
hazirlanan  ¢ozeltilerin  analizlerinin  en az 3 kez tekrar edilmesiyle
gerceklestirilmektedir. Sonuglar % verim ve her seri i¢in bagil standart sapma olarak
verilir.

Dogruluk, islemin baginda numunelere eklenen bilinen miktarlarda VAP referans
standardinin geri kazanilmasiyla belirlenmistir. Bu amagla, dogru bir sekilde tartilmig
10 mg VAP 100 mL'lik hacimli balona aktarilmis ve 1:1 etanol: aseton iginde
¢oziindiiriilmiistiir (son konsantrasyon 100 pg.mL™?). Bu ¢ozeltiden hareketle dogruluk
calismasi icin 4, 6 ve 10 ug.mL™ konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Tiim

¢ozeltiler i kopya halinde hazirlanmis ve analiz edilmistir.

4.1.1.4. Duyarlihk

Uygulanan analitik yontemlerin  diisiik  konsantrasyonlar1 — saptayabilme
yetenegidir. Miktar tayini st (LOQ) ve saptama sinir1 (LOD) hesaplanarak
degerlendirilmektedir.

LOD, standart madde sinyalinin geri plan giiriiltiisiinden ayrilabilmesi i¢i gerekli
olan en diisik madde miktar1 olarak tanimlanabilmektedir. Metodun aletli olup
olmamasina bagli olarak LOD degerinin belirlenmesinin bir¢ok yontemi bulunmaktadir.
Yontemler sinyal-giiriiltii orani, gorsel degerlendirme ve elde edilen cevabin ve egimin
standart sapmasi olarak siralanabilir.

Sistemin kantitatif sinirlar igerisine girmeyen en diisiik derisimi olan saptama

sinirt LOD degeri Denklem 4.1. yardimiyla hesaplanmustir.

3.3 x SS

LOD =
m

(4.1)
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Burada, SS; y ekseni kesim noktasinin standart sapmasi, m ise korelasyon
esitliginin egimidir.

LOQ, standart maddenin giivenilir bir sekilde dogru 6l¢limiiniin yapilabilmesi igin
gerekli olan en diisiik madde miktaridir. LOD degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
metodlar LOQ i¢in de uygulanabilmektedir.

Analizi yapilan 6rnegin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin
belirlenebildigi miktar tayini alt smirt LOQ degeri denklem 4.2. kullanilarak

belirlenmistir.

10 x SS
LOQ:T

(4.2)

Esitlik 2°deki SS; y ekseni kesim noktasinin standart sapmasi, m ise korelasyon

esitliginin egimidir.

4.1.2. Vitamin A palmitat icin %1 Tween 80 iceren PBS pH 6.8 ortaminda
validasyon calismasi

VAP i¢in segici UV spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. UV ydntemi, bir
UV/vis Kayit Spektrofotometresi UV-160A (Shimadzu) {izerinde 330 nm'de ve kuvars

kiivet kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.1.2.1. Dogrusallik

UV yonteminde kullanilacak olan VAP’a ait standart egrinin bulunabilmesi i¢in
stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok ¢ozelti, tam olarak tartilmis 25 mg VAP, %1 Tween 80
iceren fosfat tamponu (PBS) pH 6.8 ile yikanarak balon jojeye alinip 25 mL hacime
mobil faz ile tamamlandiktan sonra 10 dakika ultrasonik banyoda tutulmasi ile
hazirlanmistir. Sonug stok ¢dzeltininin konsantrasyonunun 1000 pg.mL? olmasindan
hareketle, gesitli seyreltmeler ile 2-10 pg.mL™? araliginda alti farkli konsantrasyonda
cozeltiler hazirlanmistir. Analizler sonucunda alti nokta igin VAP konsantrasyonuna
karsilik gelen absorbans degerleri bulunmustur. Elde edilen absorbans degerleri ile
regresyon analizi yapilip VAP a ait regresyon denklemi ve denkleme ait determinasyon

katsayis1 (r?) bulunmustur. Calisma n=3 olacak sekilde yapilmistir.
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4.1.2.2. Kesinlik
Kesinlik caligmalarinda, tekrarlanabilirligi gostermek icin kalibrasyon aralifina
denk gelen 3 farkli konsantrasyonda (4 pg.mL™, 6 pg.mL™, 10 pg.mL™) VAP igeren

cozeltiler hazirlanmis ve her bir konsantrasyon i¢in 6 6l¢tim tekrar1 yapilmistir.

4.1.2.3. Dogruluk

Dogruluk, islemin basinda numunelere eklenen bilinen miktarlarda VAP referans
standardinin geri kazanilmasiyla belirlenmistir. Bu amagcla, dogru bir sekilde tartilmig
10 mg VAP 100 mL'lik hacimli balona aktarilmis ve %1 Tween 80 igeren PBS pH 6.8
icinde ¢odziindiiriilmiistiir (son konsantrasyon 100 pgmL™). Bu ¢dzeltiden hareketle
dogruluk calismas1 icin 4, 6 ve 10 pgmL? konsantrasyonlarmda ¢ozeltiler

hazirlanmistir. Tiim ¢6zeltiler {i¢ kopya halinde hazirlanmis ve analiz edilmistir.

4.1.2.4. Duyarlihk

Uygulanan analitik yontemlerin  kiigiik  konsantrasyonlar1  saptayabilme
yetenegidir. Saptama smir1 (LOD) ve miktar tayini st (LOQ) hesaplanarak
degerlendirilmektedir. Sistemin kantitatif sinirlar igerisine girmeyen en diisiik derigimi
olan saptama sinir1 LOD ve LOQ degerleri  ‘4.1.1.4. Duyarlilik® béliimiinde verilen

esitlikler ( bkz. Denklem 4.1. ve bkz. Denklem 4.2.) yardimiyla hesaplanmistir.

4.2. Vitamin A Palmitat Yiiklii Nanopartikiil Formiilasyonlarmin Hazirlanmasi
Bu tez caligmasinda hazirlanan tiim formiilasyonlar nanog¢oktiirme teknigi ile
hazirlanmistir. Farkli oranlarda kitosan ¢ozeltilerinin hazirlanmasi igin %1 Asetik asit
sulu ¢oziictsii kullanilmis ve tiim kitosan ¢ozeltileri a/h oranina gore hazirlanmistir. Tez
kapsaminda Resomer RG 502 H isimli PLGA polimeri ile ¢alisilmigtir. Tablo 4.1.’de

hazirlanan tiim formiilasyonlarin igerikleri sunulmustur.
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Tablo 4.1. Formiilasyon igerikleri

Organik faz cozelti icerigi

Kod Sulu faz ¢ozelti icerigi
PLGA Span60 VAP Aseton

Blank-NP-1 60 mg 20 mg - 3mL 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 ¢ozeltisi

NP-1 60mg 20mg 6mg 3mL 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 ¢ozeltisi

Blank-NP-2 60 mg 20 mg - 3mL 10 mL, %0.2’lik kitosan ¢ozeltisi

NP-2 60mg 20mg 6mg 3mL 10 mL, %0.2’lik kitosan ¢ozeltisi

Blank-NP-3 60mg 20 mg - 3mL 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 i¢eren
9%0.2’lik kitosan ¢ozeltisi

NP-3 60mg 20 mg 6mg 3mL 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 i¢eren
9%0.2’lik kitosan ¢ozeltisi

Blank-NP-4 60mg 20 mg - 3mL 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 i¢eren
90.1°lik kitosan ¢ozeltisi

NP-4 60mg 20mg 6mg 3mL 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 iceren
90.1°lik kitosan ¢ozeltisi

Blank-NP-5 60 mg 20 mg - 3mL 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 iceren
9%0.05°1ik kitosan ¢ozeltisi

NP-5 60mg 20 mg 6mg 3mL 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 i¢eren
9%0.05°1ik kitosan ¢ozeltisi

Blank-NP-6 60mg 20 mg - 3mL 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 i¢eren
%0.025°lik kitosan ¢ozeltisi

NP-6 60mg 20mg 6mg 3mL 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 iceren
%0.025°1ik kitosan ¢ozeltisi

Blank-NP-7 60 mg 20 mg - 3mL 10 mL, %0.5°lik Pluronic F-68 iceren
9%0.0125°1ik kitosan ¢dzeltisi

NP-7 60mg 20mg 6mg 3mL 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 iceren

9%0.0125°1ik kitosan ¢ozeltisi
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4.2.1. Blank-NP-1 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

Blank-NP-1 kodlu etkin maddesiz plasebo/blank formiilasyonun hazirlanmasi igin
ilk olarak, PLGA (60 mg) ve Span 60 (20 mg) 3 mL aseton i¢inde ¢6ziindiirilmiistiir.
Daha sonra, elde edilen bu ¢ozelti 5 mL.saat™? hizda manyetik karistiric1 iistiindeki 10
mL %0.5’1ik (a/h) Pluronic F-68 sulu ¢ozeltisine damlatilmistir. Ardindan, aseton oda
1s1s1 kosulunda buharlastirilmis ve sulu ¢ozeltiden nanopartikiillerin toplanmasi igin
11.000 rpm karistirma hizinda, 4°C sicaklikta 30 dakika boyunca santrifiij
uygulanmustir. 1lk santrifiij prosesi bittikten sonra toplanan nanopartikiiller 15 mL
distile su icinde dagitilmis ve ayni santrifiij prosesi uygulanmistir. Nanopartikiillerin

yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez tekrarlanmistir.

4.2.2. NP-1 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

VAP igeren NP-1 kodlu PLGA nanopartikiilerinin hazirlanmasi i¢in %10 (6 mg)
VAP, PLGA (60 mg) ve Span 60 (20 mg) 3 mL aseton i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. Daha
sonra, elde edilen bu ¢ozelti 5 mL.saat® hizda manyetik karistirict iistiindeki 10 mL
%0.5’1ik (a/h) Pluronic F-68 sulu ¢ozeltisine damlatilmistir. Ardindan, aseton oda 1s1s1
kosulunda buharlastirilmis ve sulu ¢dzeltiden nanopartikiillerin toplanmasi i¢in 11.000
rpm karistirma hizinda, 4°C sicaklikta 30 dakika boyunca santrifiij uygulanmistir. ilk
santrifiij prosesi bittikten sonra toplanan nanopartikiller 15 mL distile su iginde
dagitilmis ve ayni santrifilij prosesi uygulanmistir. Nanopartikiillerin yikanabilmesi i¢in

bu islem 3 kez tekrarlanmistir.

4.2.3. Blank-NP-2 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

Blank-NP-2 kodlu etkin maddesiz plasebo/blank formiilasyonun hazirlanmasi igin
ilk olarak, PLGA (60 mg) ve Span 60 (20 mg) 3 mL aseton i¢inde ¢oziindiirilmiistiir.
Daha sonra, elde edilen bu ¢ozelti 5 mL.saat™? hizda manyetik karistirici iistiindeki 10
mL %0.2°1lik (a/h) kitosan sulu ¢ozeltisine damlatilmistir. Ardindan, aseton oda 1sisi
kosulunda buharlastirilmis ve sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi i¢in 11.000
rpm karistirma hizinda, 4°C sicaklikta 30 dakika boyunca santrifiij uygulanmistir. Ik
santrifiij prosesi bittikten sonra toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su iginde
dagitilmis ve ayni santrifiij prosesi uygulanmistir. Nanopartikiillerin yikanabilmesi i¢in

bu islem 3 kez tekrarlanmistir.
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4.2.4. NP-2 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

VAP igeren NP-2 kodlu PLGA nanopartikiilerinin hazirlanmasi i¢in %10 (6 mg)
VAP, PLGA (60 mg) ve Span 60 (20 mg) 3 mL aseton i¢inde ¢6ziindiiriilmiistiir. Daha
sonra, elde edilen bu ¢ozelti 5 mL.saat? hizda manyetik karistiricr iistiindeki 10 mL
%0.2°1ik (a/h) kitosan sulu c¢ozeltisine damlatilmistir. Ardindan, aseton oda 1sis1
kosulunda buharlastirilmis ve sulu ¢6zeltiden nanopartikiillerin toplanmasi i¢in 11.000
rpm karistirma hizinda, 4°C sicaklikta 30 dakika boyunca santrifiij uygulanmistir. Ilk
santrifiij prosesi bittikten sonra toplanan nanopartikiiller 15 mL distile su iginde
dagitilmis ve ayni santrifiij prosesi uygulanmistir. Nanopartikiillerin yikanabilmesi igin

bu islem 3 kez tekrarlanmuistir.

4.2.5. Blank-NP-3 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

Blank-NP-3 kodlu etkin maddesiz plasebo/blank formiilasyonun hazirlanmasi igin
ilk olarak, PLGA (60 mg) ve Span 60 (20 mg) 3 mL aseton i¢inde ¢oziindiirilmiistiir.
Daha sonra, elde edilen bu ¢ozelti 5 mL.saat™® hizda manyetik karistiric: {istiindeki 10
mL %0.5’lik (a/h) Pluronic F-68 igeren %0.2°lik (a/h) kitosan sulu ¢ozeltisine
damlatilmistir. Ardindan, aseton oda 1s1s1 kosulunda buharlastirilmis ve sulu ¢ozeltiden
nanopartikiillerin toplanmast i¢in 11.000 rpm karistirma hizinda, 4°C sicaklikta 30
dakika boyunca santrifiij uygulanmistir. {lk santrifiij prosesi bittikten sonra toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su iginde dagitilmis ve aymi santrifiij prosesi

uygulanmistir. Nanopartikiillerin yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez tekrarlanmistir.

4.2.6. NP-3 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

VAP igeren NP-3 kodlu PLGA nanopartikiilerinin hazirlanmasi i¢in %10 (6 mg)
VAP, PLGA (60 mg) ve Span 60 (20 mg) 3 mL aseton i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. Daha
sonra, elde edilen bu ¢bzelti 5 mL.saat™ hizda manyetik karistirici iistiindeki 10 mL
%0.5’lik (a/h) Pluronic F-68 igceren %0.2’lik (a/h)  kitosan sulu ¢o6zeltisine
damlatilmistir. Ardindan, aseton oda 1sis1 kosulunda buharlastirilmis ve sulu ¢ozeltiden
nanopartikiillerin toplanmasi ig¢in 11.000 rpm karigtirma hizinda, 4°C sicaklikta 30
dakika boyunca santrifiij uygulanmistir. {lk santrifiij prosesi bittikten sonra toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su ig¢inde dagitilmis ve aymi santrifiij prosesi

uygulanmistir. Nanopartikiillerin yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez tekrarlanmistir.
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4.2.7. Blank-NP-4 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

Blank-NP-4 kodlu etkin maddesiz plasebo/blank formiilasyonun hazirlanmasi i¢in
ilk olarak, PLGA (60 mg) ve Span 60 (20 mg) 3 mL aseton iginde ¢6ziindiriilmiistiir.
Daha sonra, elde edilen bu ¢ozelti 5 mL.saat™ hizda manyetik karistiric iistiindeki 10
mL %0.5’lik (a/h) Pluronic F-68 igeren %0.1°lik (a/h) kitosan sulu ¢ozeltisine
damlatilmistir. Ardindan, aseton oda 1s1s1 kosulunda buharlastirilmis ve sulu ¢6zeltiden
nanopartikiillerin toplanmasi i¢in 11.000 rpm karistirma hizinda, 4°C sicaklikta 30
dakika boyunca santrifiij uygulanmistir. ilk santrifiij prosesi bittikten sonra toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve aymi santrifiij prosesi

uygulanmistir. Nanopartikiillerin yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez tekrarlanmistir.

4.2.8. NP-4 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

VAP igeren NP-4 kodlu PLGA nanopartikiilerinin hazirlanmasi ig¢in %10 (6 mg)
VAP, PLGA (60 mg) ve Span 60 (20 mg) 3 mL aseton iginde ¢oziindiiriilmistiir. Daha
sonra, elde edilen bu ¢dzelti 5 mL.saat? hizda manyetik karistirici iistiindeki 10 mL
%0.5’lik (a/h) Pluronic F-68 igeren %0.1°lik (a/h)  kitosan sulu ¢0zeltisine
damlatilmistir. Ardindan, aseton oda 1s1s1 kosulunda buharlastirilmis ve sulu ¢ozeltiden
nanopartikiillerin toplanmast i¢cin 11.000 rpm karistirma hizinda, 4°C sicaklikta 30
dakika boyunca santrifiij uygulanmistir. {lk santrifiij prosesi bittikten sonra toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve aymi santrifiij prosesi

uygulanmistir. Nanopartikiillerin yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez tekrarlanmistir.

4.2.9. Blank-NP-5 formiilasyonun hazirlanmasi

Blank-NP-5 kodlu etkin maddesiz plasebo/blank formiilasyonun hazirlanmasi igin
ilk olarak, PLGA (60 mg) ve Span 60 (20 mg) 3 mL aseton i¢inde ¢oziindiirilmiistiir.
Daha sonra, elde edilen bu ¢dzelti 5 mL.saat™ hizda manyetik karistiric iistiindeki 10
mL %0.5’lik (a/h) Pluronic F-68 igeren %0.05’lik (a/h) kitosan sulu ¢o6zeltisine
damlatilmistir. Ardindan, aseton oda 1sis1 kosulunda buharlastirilmis ve sulu ¢ozeltiden
nanopartikiillerin toplanmasi i¢in 11.000 rpm karistirma hizinda, 4°C sicaklikta 30
dakika boyunca santrifiij uygulanmistir. Ilk santrifiij prosesi bittikten sonra toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve aymi santrifiij prosesi

uygulanmistir. Nanopartikiillerin yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez tekrarlanmistir.

38



4.2.10. NP-5 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

VAP igeren NP-5 kodlu PLGA nanopartikiilerinin hazirlanmasi i¢in %10 (6 mg)
VAP, PLGA (60 mg) ve Span 60 (20 mg) 3 mL aseton i¢inde ¢6ziindiiriilmiistiir. Daha
sonra, elde edilen bu ¢dzelti 5 mL.saat? hizda manyetik karistirici iistiindeki 10 mL
%0.5’lik (a/h) Pluronic F-68 igeren %0.05’lik (a/h) kitosan sulu ¢ozeltisine
damlatilmistir. Ardindan, aseton oda 1s1s1 kosulunda buharlastirilmis ve sulu ¢6zeltiden
nanopartikiillerin toplanmasi i¢in 11.000 rpm karistirma hizinda, 4°C sicaklikta 30
dakika boyunca santrifiij uygulanmistir. {lk santrifiij prosesi bittikten sonra toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su ig¢inde dagitilmis ve aymi santrifiij prosesi

uygulanmistir. Nanopartikiillerin yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez tekrarlanmistir.

4.2.11. Blank-NP-6 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

Blank-NP-6 kodlu etkin maddesiz plasebo/blank formiilasyonun hazirlanmasi igin
ilk olarak, PLGA (60 mg) ve Span 60 (20 mg) 3 mL aseton i¢inde ¢oziindiirilmiistiir.
Daha sonra, elde edilen bu ¢dzelti 5 mL.saat™ hizda manyetik karistirici iistiindeki 10
mL %0.5’lik (a/h) Pluronic F-68 igeren %0.025’1ik (a/h) kitosan sulu ¢ozeltisine
damlatilmistir. Ardindan, aseton oda 1s1s1 kosulunda buharlastirilmis ve sulu ¢ozeltiden
nanopartikiillerin toplanmast i¢cin 11.000 rpm karistirma hizinda, 4°C sicaklikta 30
dakika boyunca santrifiij uygulanmistir. {lk santrifiij prosesi bittikten sonra toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su iginde dagitilmis ve aymi santrifiij prosesi

uygulanmistir. Nanopartikiillerin yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez tekrarlanmistir.

4.2.12. NP-6 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

VAP igceren NP-5 kodlu PLGA nanopartikiilerinin hazirlanmasi i¢in %10 (6 mg)
VAP, PLGA (60 mg) ve Span 60 (20 mg) 3 mL aseton i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. Daha
sonra, elde edilen bu ¢dzelti 5 mL.saat™® hizda manyetik karistirici iistiindeki 10 mL
%0.5’lik (a/h) Pluronic F-68 igeren %0.025°lik (a/h) kitosan sulu ¢o6zeltisine
damlatilmistir. Ardindan, aseton oda 1sis1 kosulunda buharlastirilmis ve sulu ¢ozeltiden
nanopartikiillerin toplanmasi i¢in 11.000 rpm karistirma hizinda, 4°C sicaklikta 30
dakika boyunca santrifiij uygulanmistir. Ilk santrifiij prosesi bittikten sonra toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su ig¢inde dagitilmis ve aymi santrifiij prosesi

uygulanmistir. Nanopartikiillerin yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez tekrarlanmistir.
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4.2.13. Blank-NP-7 formiilasyonun hazirlanmasi

Blank-NP-3 kodlu etkin maddesiz plasebo/blank formiilasyonun hazirlanmasi igin
ilk olarak, PLGA (60 mg) ve Span 60 (20 mg) 3 mL aseton i¢inde ¢oziindiirilmiistiir.
Daha sonra, elde edilen bu ¢ozelti 5 mL.saat™ hizda manyetik karistiric iistiindeki 10
mL %0.5’lik (a/h) Pluronic F-68 iceren %0.0125’1ik (a/h) kitosan sulu ¢ozeltisine
damlatilmistir. Ardindan, aseton oda 1s1s1 kosulunda buharlastirilmis ve sulu ¢6zeltiden
nanopartikiillerin toplanmasi i¢in 11.000 rpm karistirma hizinda, 4°C sicaklikta 30
dakika boyunca santrifiij uygulanmistir. ilk santrifiij prosesi bittikten sonra toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve ayni santrifiij prosesi

uygulanmistir. Nanopartikiillerin yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez tekrarlanmistur.

4.2.14. NP-7 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi

VAP igeren NP-5 kodlu PLGA nanopartikiilerinin hazirlanmasi i¢in %10 (6 mg)
VAP, PLGA (60 mg) ve Span 60 (20 mg) 3 mL aseton i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. Daha
sonra, elde edilen bu ¢dzelti 5 mL.saat? hizda manyetik karistirici iistiindeki 10 mL
%0.5’lik (a/h) Pluronic F-68 igeren %0.0125°lik (a/h) kitosan sulu ¢ozeltisine
damlatilmistir. Ardindan, aseton oda 1s1s1 kosulunda buharlastirilmis ve sulu ¢ozeltiden
nanopartikiillerin toplanmast i¢cin 11.000 rpm karistirma hizinda, 4°C sicaklikta 30
dakika boyunca santrifiij uygulanmistir. {lk santrifiij prosesi bittikten sonra toplanan
nanopartikiiller 15 mL distile su i¢inde dagitilmis ve aymi santrifiij prosesi

uygulanmistir. Nanopartikiillerin yikanabilmesi i¢in bu islem 3 kez tekrarlanmistir.

4.3. Cahsma Kosulunda Kararhhk
4.3.1. Formiilasyon hazirlama kosulunda kararhhk

Nanopartikiillerin hazirlama kosullarinda kararlilik incelenmesi, ‘4.1.1. Vitamin A
palmitat i¢in 1:1 etanol: aseton ortaminda validasyon ¢alismasi’ boliimiinde anlatildig1
sekilde VAP miktarinin belirlenmesine dayanarak yapilmustir (Oztiirk, 2017).

Bu calismada nanopartikiil hazirlanmast sirasinda nanog¢oktiirme yontemi
kullanilmigtir. Nanopartikiil hazirlama kosulunda vitamin A palmitatin stabilitesini test
etmek i¢in ilk basta VAP aseton i¢inde ¢ozlilmiis, siki bir sekilde kapatilmis reaksiyon
sisesine alinarak ultrasonik banyoda 1 saat siiresince bekletilmis ve UV

spektrofotometre ile miktar tayini yapilmistir (n=3).
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Kararlilik c¢alismasini ikinci asamasinda ise Oncelikle VAP aseton iginde
¢oOziilmiis, sikica kapatilmis reaksiyon sisesine alinmistir. VAP ¢oziindiikten sonra 10
mL miktardaki farkli sulu fazlara 5 mL.saat’ hizda manyetik karistiric1 iistiinde
damlatilmistir. Proses tamamlandiktan sonra UV spektrofotometre ile miktar tayini
yapilmistir (n=3).

Ilgili sulu fazlar asagidaki gibidir.

e 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 ¢ozeltisi

e 10 mL, %0.2’lik kitosan ¢ozeltisi

e 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 i¢eren %0.2’lik kitosan ¢dzeltisi

e 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 i¢eren %0.1’lik kitosan ¢dzeltisi

e 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 igeren %0.05’lik kitosan ¢ozeltisi

e 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 igeren %0.025’lik kitosan ¢ozeltisi

e 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 igeren %0.0125’lik kitosan ¢ozeltisi

4.3.2. Enkapsiilasyon etkinligi tayini analizi icin 6rnek hazirlama kosulunda
kararhhk

Nanopartikiillerin etkin madde miktar tayini analizi i¢in 6rnek hazirlama
kosulunda kararlilik incelenmesi, ‘4.1.1. Vitamin A palmitat i¢in 1:1 etanol: aseton
ortaminda validasyon c¢aligmasi’ boliimiinde anlatildigi sekilde VAP miktarinin
belirlenmesine dayanarak yapilmistir (Oztiirk, 2017).

Etkin maddenin kararliligit VAP’1n formiilasyolardan ekstraksiyonunda kullanilan
etanol:aseton (1:1) karisimi altinda 10 dk ultrasonikasyon altinda incelenmis ve miktar

tayini UV spektrofotometre ile yapilmistir (n=3).

4.3.3. Invitro dissoliisyon ortami kosulunda kararhhk

Nanopartikiillerin in vitro dissoliisyon ortami kosulunda kararlilik incelenmesi,
‘4.1.2. Vitamin A palmitat i¢in %1 Tween 80 i¢eren PBS pH 6.8 ortaminda validasyon
caligmasi’ boliimiinde anlatildig1r sekilde VAP miktarmin belirlenmesine dayanarak
yapilmistir (Oztiirk, 2017).

Etkin maddenin kararlilig1 in vitro disoliisyon ortami1 olan %1 oraninda Tween 80
iceren PBS’de (pH 6.8) ve 37°C’de in vitro dissoliisyon ¢aligmasi siiresi olan 72 saat

boyunca incelenmis ve miktar tayini UV spektrofotometre ile gerceklestirilmistir (n=3).
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4.4. Vitamin A palmitat yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarinin karakterizasyonu
4.4.1. Parcacik boyutu ve parcacik boyutu dagilim

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin parcacik boyutu ve dagilimi (PDI)
formiilasyonlarin distile suda dagitilmasi ile 6l¢iilmiistiir. Bu 6l¢iimlerde Zetasizer Nano

ZS (Malvern, Ingiltere) cihaz1 kullanilmustir.

4.4.2. Zeta potansiyel

Hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyel degerini 6l¢mek i¢in Zetasizer Nano
ZS (Malvern, Ingiltere) cihazi kullamlmistir. Zeta potansiyel degeri tek kullanimlik
katlanmig kilcal zeta hiicresinde, 25°C oda sicakliginda ve formiilasyonlarin distile su

ile seyreltilmesiyle belirlenmistir.

4.4.3. Enkapsiilasyon etkinligi

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonunda enkapsiilasyon etkinligi ‘4.1.1. Vitamin
A palmitat igin 1:1 etanol: aseton ortaminda validasyon c¢alismasi ‘boliimiinde
anlatildig sekilde VAP miktarinin belirlenmesine dayanmaktadir.

5 mg liyofilize nanopartikiil formiilasyonu tizerine 1 mL etanol: aseton (1:1)
eklenmis ardindan nanopartikiil yapisin1 parcalamak i¢in 2 dakika prob sonikasyon
islemine tabi tutulmustur. Prob sonikasyon islemi ardindan 11.000 rpm hiz ile 5 dk
stireyle santrifiij edilmis ve iist kisimda kalan saydam kisim alinmig ve 6rnek poliamit
stizgecten siiziilerek gerekli seyreltmelerin ardindan ait UV spektrofotometre metodu ile
analiz edilmistir. Yapilan tiim bu deneyler sonucu asagida verilen denklem 4.3. yardimi
ile enkapsiilayon etkinligi (%) hesaplanmustir.

FEMTM — EEEMM
FEMRM

Enkapsilasyon etkinligi (% EE) = [ ]X 100

*FEMTM. Formiilasyondaki etkin maddenin teorik miktari, EEEMM. enkapsiile edilen etkin madde

miktart

(4.3)
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4.4.4. Invitro dissoliisyon

VAP yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarinin in vitro dissoliisyon ¢aligmasi 72 saat
boyunca arastirilmistir. Nanopartikiillerden VAP dissoliisyonu diyaliz membrani
kullanilarak test edilmistir. 5 mg VAP ve 5 mg’a esdeger miktarda VAP igeren
nanopartikiiller seliiloz asetat diyaliz membranina (molekiil agirligi:12-14 kDa)
konulmus ve iizerine 1 mL ¢ozindliirme ortami ilave edildikten sonra diyaliz
membraninin her iki ucu kapatilmistir. Ardindan diyaliz membrani, 100 rpm'de siirekli
olarak karistirtlan 374+0.5°C'de ¢oziinme ortami olarak 100 mL ortam i¢ine atilmistir.
Dissoliisyon ortami olarak topikal ila¢ tasiyici sistemler icin siklikla kullanilan %1
Tween 80 igeren fosfat tamponu (PBS) pH 6.8 kullanilmistir. Reseptor kompartman,
¢oziinme ortaminin buharlagsmasini 6nlemek i¢in sikica kapatilmistir. 2 mL numune
diizenli araliklarla alinmig ve ayni hacim yerine taze ¢6ziinme ortami eklenmistir. Daha
sonra numuneler VAP i¢in %1 Tween 80 iceren PBS pH 6.8 ortaminda validasyon
calismasinda gelistirilmis UV spektrofotometre metodu ile test edilip % kiimiilatif

¢Oziinen miktar-zaman grafigine dontistiirilmiistiir.

4.4.5. Dissoliisyon Kinetigi

In vitro dissoliisyon deneyinin ardindan hazirlanan formilasyonlar i¢in zamana
karst % kiimiilatif ¢oziinen miktar hesaplanmistir. Hesaplamadan sonra veriler
DDSolver programina aktarilmistir. Dissoliisyon kinetik modeli se¢imi i¢in Akaike bilgi
kriteri (AIC), korelasyon katsayisi (%), diizeltilmis korelasyon katsayisi (r®agjusted) Ve
Model se¢me kriteri (MSC) kriter olarak belirlenmistir. Degerlendirmede en yiiksek 12,
Iadjusted, MSC degeri ile en diisiik AIC degeri baz alinmistir.

4.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
45.1. Keratinosit hiicrelerinin kiiltiir ortaminda cogaltilmasi, deneylere hazirhk
ve hiicre sayimlari

HaCaT keratinosit hiicreleri, %5 CO2 i¢ceren nemlendirilmis inkiibatérde 37 °C'de,
%20 fetal bovin serumu (FBS), %1 penisilin/streptomisin, %1 L-glutamin ve %1
sodyum piruvat iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) biiylime
besiyerinde cogaltilmistir. Cogalan hiicreler flask tabaninda %70-80 yogunluga
ulagtiginda hiicreler pasajlanarak yeni flasklara aktarilmis veya sonraki deneylerde

kullanilmak tizere hiicre stoklar1 hazirlanmustir.
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Deneylerden 6nce, uygun hiicre sayilarini belirlemek i¢in Tripan mavisi ¢ozeltisi
ile hiicreler boyanmis ve hiicre sayim cihazi Cedex XS (Roche-Innovatis, Almanya)

kullanilmustir.

45.2. Keratinosit hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu artiran
konsantrasyonlarin belirlenmesi

Hiicre proliferasyonunu artiran konsantrasyonlari belirlemek i¢in kullanilmis olan
MTT  ((3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium  bromiir) testi, boyanin
yapisinda bulunan tetrazolyum halkasiin canli hiicrelerdeki saglam mitokondrinin
stiksinat dehidrojenaz enzimleri araciligiyla yikilmasi sonucunda olusan formazan
tuzunun kolorimetrik olarak Olgiilmesi esasina dayanmaktadir. Formazan tuzunun
miktari, hiicre canliligiyla dogru orantilidir (Stockert vd., 2018).

Oncelikle HaCaT hiicreleri biiyiime besiyerlerinde ¢ogaltilmis, 96-kuyucuklu
plakalara her kuyucukta 1x10* hiicre olacak yogunlukta ekilmis ve hiicrelerin plaka
tabanma yapismasi amaciyla 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda hiicreler, 400, 100 ve 10 ug.mL? VAP, aym1 miktarlarda VAP nanopartikiil
formiilasyonu (NP-1-7) ve ¢oziicii kontroliinii igeren konsantrasyon gruplar1 (Blank NP-
1-7) ile 24 saat muamele edilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda her bir 96’lik
kuyucuktaki besiyerleri atilarak 100 pL temiz besiyeri igerisinde 10 pL MTT (0,5
mg.mL™?) reaktifi kuyucuklara ilave edilmistir. 3 saat sonra kuyucuklardaki besiyeri
atilarak her kuyucuga 100 pL dimetil siilfoksit (DMSO) eklenmis ve 540 ve 570 nm
dalga boyunda, Cytation 3 Multi-mode Reader cihazinda (Biotek, Amerika Birlesik
Devletleri) her bir grupta 8 kuyucuk olacak sekilde absorbans 6l¢iimii
gerceklestirilmistir. Deneyler birbirinden bagimsiz 3 tekrar olarak calisilmistir. Sonuglar
canlilik formiiliine gore hesaplanip % hiicre canlilik olarak belirlenmistir (Kaya-Tilki
vd., 2016) (Denklem 4.4.).

Ornegin absorbans degeri
% Canlilik = — —— x 100
Kontroliin absorbans degeri

(4.4)
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4.6. Nanopartikiillerin Yara Iyilestirici Etkilerin Belirlenmesi

Bu c¢alisma The Oris™ Cell Migration Assay kiti kullanilarak yapilmistir. Kit
igerisinde Oris™ Cell Seeding Stoppers adi verilen ve ekim sirasinda 96’lik kuyunun
tamaminda ayni orta noktanin bos kalmasini saglayan bariyerlerle birlikte gelen 6zel bir
plaka bulunmaktadir. Kit icerisinde bulunan Oris™ Stoper Tool adli 6zel bir tarakla
bariyerler dikilip kaldirildiktan sonra her kuyuda hiicrelerin go¢ edebilecegi esit bir alan
olusur (Hulkower ve Herber, 2011).

Bu deney igin 6ncelikle HaCaT hiicreleri, 5x10% yogunlukta, bariyer iceren 96-
kuyucuklu 06zel plakaya ekilmistir. Plakalar, 24 saat hiicrelerin yapismasi igin
inkiibatorde bekletilmistir. Siire sonunda bariyerler tarak yardimiyla hiicrelerden
alinmis ve mevcut besiyeri, 10 ve 100 ng.mL™* VAP, 10 pg.mL™* VAP iceren NP-3, NP-
6 ve NP-7 ve ¢oziicii kontroliinii iceren 100 ul besiyeri igerisinde 24 saat inkiibasyona
maruz kalmustir.  Inkiibasyon siireleri sonunda, konsantrasyon gruplarini igeren
besiyerleri uzaklastirilmis ve yara capt degisimi analizi icin Leica DM 300 151k
mikroskobu ile goriintiilenmistir (x4). Sonrasinda hiicreler immiinofloresan boya
(Hoechst 33258) ile isaretlendikten sonra floresans absorbsiyonu Cytation 3 Cell
Imaging Multi-Mode Reader kullanilarak 6l¢iilmiis ve grafiklendirilmistir (Kaya-Tilki
vd., 2016). Aym islemler 24 saat inkiibasyon sonrasinda da tekrarlanmistir. Deney
bitiminde, goriintiiler lizerinde Leica LAS Image Analysis Programme ile yara cap1

Olclimii gergeklestirilmis ve grafiklendirilmistir.

4.7. Istatistiksel Analiz

[statistiksel degerlendirmeler ve grafiklerin ¢izilmesi i¢in GraphPad Prism 6.0
programi kullanilmistir. Elde edilen veriler tek yonli ANOVA ile post-hoc olarak
Tukey testi uygulanarak analiz edilmistir. Anlamlilik degerleri; p>0.05 fark yok,
p<0.05*, p<0.01**, p<0.001*** ve p<0.0001**** olarak degerlendirilmistir.
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5. BULGULAR
5.1. Analitik Miktar Tayini I¢in Validasyon Cahismalar:
5.1.1. Vitamin A palmitat i¢in 1:1 etanol: aseton ortaminda validasyon ¢alismasi

5.1.1.1. Dogrusallik

2-10 pgmL? VAP konsantrasyonu araliginda alti farkli kalibrasyon seti
hazirlanmis ve ardindan UV ile analiz edilmistir. Konsantrasyona karsilik gelen
absorbans degerleri Tablo 5.1°de sunulmustur. Absorbans degerleri kullanilarak
kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve egri ile egriye ait dogru denklemi Sekil 5.1°de

sunulmustur.

Tablo 5.1. Dogrusallik ¢calismast icin haziwrlanan seriler

VAP Absorbans Degerleri

(ng/mL) 1 Seri  2.Seri 3. Seri Ortalama
2 0.151 0.164 0.162 0.159

4 0.311 0.306 0.303 0.307

5 0.352 0.383 0.369 0.368

6 0.419 0.486 0.425 0.443

8 0.578 0.611 0.609 0.599
10 0.722 0.791 0.740 0.751
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y = 0,074x + 0,006
R2=0,9992

Absorbans
&

(=Y

0 2 4 6 8 10 12

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 5.1. VAP in 1:1 etanol: aseton ortaminda standart egrisi

5.1.1.2. Kesinlik

VAP'n 4, 6, 10 pg.mL™? derisimde 3 farkl1 bir sekilde ¢dzelti hazirlanmustir. Her
bir derisim i¢in 3 tekrar analizi, 3 artarda gilin yapilmistir. Ortaya ¢ikan sonuglar
dogrusallik ¢aligmasindan elde edilen denklem yardimiyla hesaplanmis ve bilinen
derisimler ile karsilagtirilarak yontemin kesinligi incelenmistir. Kesinlik i¢in kabul
edilebilir sinir varyasyon katsayisinin (RSD) %2’den diisiik olmasidir. Kesinlik
caligmasi sonuglart Tablo 5.2., Tablo 5.3. ve Tablo 5.4.’te sunulmustur. Bulgularin

kabul edilebilir sinir iginde olmas1 yontemin kesinligi kanitlamaktadir.
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Tablo 5.2. 4 ug.mL* derisim icin kesinlik sonuglar:

4 pg.mL*?
1. Giin 2. Giin 3. giin
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.311 0.308 0.306
0.304 0.304 0.301
0.303 0.301 0.300
1. Giin 2. Giin 3. giin
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
4.1195 4.0790 4.0520
4.0250 4.0250 3.9844
4.0114 3.9844 3.9709
Ortalama 4.0520 4.0295 4.0024
Standart sapma 0.0589 0.0474 0.0434
Varyasyon Katsayisi 1.4530 1.1772 1.0848
%95 Giiven Aralhig 0.1463 0.1178 0.1079
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Tablo 5.3. 6 ug.mL* derisim icin kesinlik sonuglar:

6 pg.mL!
1. Giin 2. Giin 3. giin
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.451 0.447 0.456
0.450 0.450 0.449
0.449 0.454 0.448
1. Giin 2. Giin 3. giin
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
6.0104 5.9564 6.0780
5.9969 5.9969 5.9834
5.9834 6.0509 5.9699
Ortalama 5.9969 6.0014 6.0104
Standart sapma 0.0135 0.0474 0.0589
Varyasyon Katsayisi 0.2252 0.7904 0.9795
%95 Giiven Aralig 0.0336 0.1178 0.1463
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Tablo 5.4. 10 ug.mL* derisim icin kesinlik sonuglar:

10 pg.mL?
1. Giin 2. Giin 3. giin
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.751 0.734 0.748
0.743 0.741 0.757
0.746 0.749 0.734
1. Giin 2. Giin 3. giin
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
10.0624 9.8328 10.0219
9.9543 9.9273 10.1434
9.9949 10.0354 9.8328
Ortalama 10.0039 9.9318 9.9994
Standart sapma 0.0546 0.1014 0.1565
Varyasyon Katsayisi 0.5457 1.0207 1.5655
%95 Giiven Arahgi 0.1356 0.2518 0.3889

5.1.1.3. Dogruluk

Dogrulugun belirlenebilmesi icin 3 farkli derisimde (4 pg.mL?, 6 pgmL?, 10
ng.mL™) VAP igeren stok ¢ozeltiler hazirlanmis ve her bir derisim igin 3 tekrar analizi
yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrusallik c¢alismasinda elde edilen denklem
kullanilarak hesaplanmis ve bilinen derigimler ile karsilastirilmis ardindan yontemin
dogrulugu ‘% geri kazanim’ olarak hesaplanmistir. Dogruluk calismast i¢in kabul
edilebilir simir % 98-102 (+ %2) araligidir. Elde edilen sonuglara gbre yontemin geri
kazanim ve dogruluk i¢in uygun oldugu kanitlanmistir. Sonuglar Tablo 5.5.°de

sunulmustur.
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Tablo 5.5. VAP i¢in elde edilen dogruluk degerleri

Eklenen Derisim

4 pg.mL* 6 pg.mL* 10 pg.mL™*

0.305 0.446 0.741
Elde edilen

0.301 0.454 0.745
absorbanslar

0.303 0.452 0.743

4.0385 5.9429 9.9273
Bulunan Derisimler 3.9844 6.0509 9.9813

4.0114 6.0239 9.9543

100.9615 99.0481 99.2732
% Geri Kazamim 99.6109 100.8490 99.8135

100.2862 100.3988 99.5433
Ortalama % Geri

100.2862 100.0986 100.0986
Kazanim
Standart sapma 0.6753 0.9372 0.9372
Varyasyon Katsayis1  0.6734 0.9363 0.9363
%95 Giiven Arahgi 1.6776 2.3281 2.3281

5.1.1.4. Duyarhlik

LOD ve LOQ degerleri ‘4.2.1.4. Duyarlilik’ béliimiinde s6z edilen Denklem 4.1.
ve Denkelm 4.2. kullanilarak hesaplanmis ve sirastyla 0.3003 pg.mL™? ve 0.9101
pg.mL? bulunmustur.

Yontemin duyarliligr icin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte dlgiilebilen en
kiigiik derisim 2 pg.mL™? olup hesaplanan LOD ve LOQ degerleri bu degerin ¢ok

altinda bulunmustur. Bu sonuglar yontemin duyarliligini kanitlamaktadir.
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5.1.2. Vitamin A palmitat icin %1 Tween 80 iceren PBS pH 6.8 ortaminda
validasyon calismasi
5.1.2.1. Dogrusallik

2.-10 pgmL? VAP konsantrasyonu araliginda alti farkli kalibrasyon seti
hazirlanmis ve ardindan UV ile analiz edilmistir. Konsantrasyona karsilik gelen
absorbans degerleri Tablo 5.6’da sunulmustur. Absorbans degerleri kullanilarak
kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve egri ile egriye ait dogru denklemi Sekil 5.2°de

sunulmustur.

Tablo 5.6. Dogrusallik ¢calismast icin hazirlanan seriler (n=6)

VAP Absorbans Degerleri

(ng/mL) 1. Seri 2. Seri 3. Seri Ortalama
2 0.034 0.049 0.047 0.043

4 0.079 0.084 0.077 0.080

5 0.098 0.108 0.104 0.103

6 0.118 0.127 0.120 0.122

8 0.151 0.161 0.157 0.156
10 0.197 0.200 0.193 0.197
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Absorbans

y = 0,0191x + 0,0055
R2 = 0,999

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 5.2. VAP in %1 Tween 80 igeren PBS pH 6.8 ortaminda standart egrisi

5.1.2.2. Kesinlik

VAP’1n 4, 6, 10 pg.mL? derisimde 3 farkli ¢ozelti hazirlanmustir. Her bir derisim
icin 3 tekrar analizi, 3 artarda giin yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrusallik
caligmasinda elde edilen denklem yardimiyla hesaplanmis ve bilinen derigimler ile
karsilastirilarak yontemin kesinligi incelenmistir. Kesinlik i¢in kabul edilebilir siir
varyasyon katsayisinin (RSD) %2’den diisiik olmasidir. Kesinlik ¢aligmasi sonuglari
Tablo 5.7., Tablo 5.8. ve Tablo 5.9.’da sunulmustur. Bulgularin kabul edilebilir sinir

icinde olmasi1 yontemin kesinligi kanitlamaktadir.
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Tablo 5.7. 4 ug.mL* derisim icin kesinlik sonuclar:

4 pg.mL*?
1. Giin 2. Giin 3. giin
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.083 0.082 0.083
0.084 0.082 0.081
0.082 0.081 0.082
1. Giin 2. Giin 3. giin
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
4.058 4.0058 4.0582
4.111 4.0058 3.9535
4.006 3.9535 4.0058
Ortalama 4.0582 3.9884 4.0058
Standart sapma 0.0524 0.0302 0.0524
Varyasyon Katsayisi 1.2907 0.7582 1.3076
%95 Giiven Aralhig 0.1301 0.0751 0.1301
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Tablo 5.8. 6 ug.mL* derisim icin kesinlik sonuglar:

6 pg.mL!
1. Giin 2. Giin 3. giin
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.120 0.121 0.119
0.121 0.123 0.122
0.122 0.119 0.120
1. Giin 2. Giin 3. giin
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
5.9963 6.0487 5.9439
6.0487 6.1534 6.1011
6.1011 5.9439 5.9963
Ortalama 6.0487 6.0487 6.0138
Standart sapma 0.0524 0.1048 0.0800
Varyasyon Katsayisi 0.8660 1.7320 1.3305
%95 Giiven Aralig 0.1301 0.2602 0.1988
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Tablo 5.9. 10 ug.mL* derisim icin kesinlik sonuglar:

10 pg.mL?
1. Giin 2. Giin 3. giin
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.197 0.195 0.197
0.196 0.198 0.200
0.195 0.197 0.201
1. Giin 2. Giin 3. giin
(Derisim) (Derisim) (Derisim)
10.0296 9.9248 10.0296
9.9772 10.0820 10.1867
9.9248 10.0296 10.2391
Ortalama 9.9772 10.0121 10.1518
Standart sapma 0.0524 0.0800 0.1090
Varyasyon Katsayisi 0.5250 0.7992 1.0741
%95 Giiven Aralig 0.1301 0.1988 0.2709

5.1.2.3. Dogruluk

Dogrulugun belirlenebilmesi icin 3 farkli derisimde (4 pg.mL?, 6 pgmL?, 10
png.mL?) vitamin A palmitat iceren stok ¢ozeltiler hazirlanmis ve her biri icin 3 kez
tekrar analizi yapilmistir. Ortaya ¢ikan sonuglar dogrusallik ¢alismasindan elde edilen
denklem kullanilarak hesaplanmis ve bilinen derisimler ile karsilastirilmis ardindan
yontemin dogrulugu ‘% geri kazanim’ olarak hesaplanmistir. Dogruluk ¢alismasi i¢in

kabul edilen smir %98-102 (+ %2) araligidir. Elde edilen sonuglara goére yontemin geri

56



kazanim ve dogruluk i¢in uygun oldugu kanitlanmistir. Sonuglar Tablo 5.10.’da

sunulmustur.

Tablo 5.10. VAP i¢in elde edilen dogruluk degerleri

Eklenen Derisim

4 ng.mL™* 6 ng.mL*! 10 pg.mL*

0.084 0.122 0.196
Elde edilen

0.082 0.119 0.197
absorbanslar

0.083 0.121 0.201

4.1106 6.1011 9.9772
Bulunan Derisimler 4.0058 5.9439 10.0296

4.0582 6.0487 10.2391

102.7651 101.6842 99.7719
% Geri Kazanim 100.1461 99.0652 100.2958

101.4556 100.8112 102.3910
Ortalama % Geri

101.4556 100.5202 100.8196
Kazanim
Standart sapma 1.3095 1.3335 1.3859
Varyasyon Katsayisi 1.2907 1.3266 1.3746
%95 Giiven Arah@ 3.2530 3.3127 3.4426
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5.1.2.4. Duyarlhilik

LOD ve LOQ degerleri ‘4.2.1.4. Duyarlilik’ boliimiinde s6z Denklem 4.1. ve
Denklem 4.2. kullanilarak hesaplanmis ve sirasiyla 0.3406 pg.mL? ve 1.0321 pg.mL*
bulunmustur.

Yontemin duyarlili1 i¢in kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte 6lgiilebilen en
kiiciik derisim 2 pg.mL™? olup hesaplanan LOD ve LOQ degerleri bu degerin altinda

bulunmustur. Bu sonuglar yontemin duyarliligini kanitlamaktadir.

5.2. Cahsma Kosulunda Kararhhk
5.2.1. Formiilasyon hazirlama kosulunda kararhihk
Formiilasyon hazirlama kosullarinda kararlilik ¢alismasi sonuglar1 Tablo 5.11.’de

sunulmustur.

5.2.2. Enkapsiilasyon etkinligi tayini analizi icin 6rnek hazirlama kosulunda
kararhhk
Enkapsiilasyon etkinligi tayini analizi i¢in 6rnek hazirlama kosulunda kararlilik

calismasi sonuglar1 Tablo 5.11.’de sunulmustur.
5.2.3. Invitro dissoliisyon ortam kosulunda kararhhk

In vitro dissoliisyon ortami kosulunda kararlilik g¢alismasi sonuglari Tablo

5.11.de sunulmustur.
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Tablo 5.11. Calisma kosullarinda kararlilik sonu¢lari

Kararhhgin incelendigi ortam

% Geri kazanim

(Ortalama+ Standart sapma)

10 mL, %0.5’1ik Pluronic F-68

o 99.02 +0.74
¢Ozeltisi
10 mL, %0.2°1ik kitosan
. 98.64 +1.04
¢ozeltisi
10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68
] o o 99.71 £ 0.03
iceren %0.2°1ik kitosan ¢ozeltisi
10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68
] o o 99.16 = 0.80
iceren %0.1°1ik kitosan ¢ozeltisi
Formiilasyon hazirlama
kosulunda kararhhk 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68
igeren %0.05°1lik kitosan 98.19£1.18
¢Ozeltisi
10 mL, %0.5’1lik Pluronic F-68
iceren %0.025’lik kitosan 98.02 £ 1.62
¢ozeltisi
10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68
iceren %0.0125’1ik kitosan 99.21£0.53
¢ozeltisi
Enkapsiilasyon etkinligi tayini
analizi icin 6rnek hazirlama etanol:aseton (1:1) karigimi 98.82 +0.95
kosulunda kararhhk
In vitro dissoliisyon ortami %1 Tween 80 iceren PBS pH
98.96 +1.03

kosulunda kararhhk

6.8
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53. Vitamin A Palmitat Yiikli Nanopartikiil Formiilasyonlarinin
Karakterizasyonu
5.3.1. Parcacik boyutu ve parcacik boyutu dagilimi

Tablo 5.12.°de hazirlanan tim formiilasyonlarin pargacik boyutu ve parcacik
boyutu dagilimlart verilmistir. Verilerin daha net anlasilabilmesi i¢in Sekil 5.3. ve Sekil
5.4.’te swrastyla pargacik boyutu ve pargacik boyutu dagilimi verileri grafik olarak
sunulmustur. Zetasizer Nano ZS cihazindan aliman otomatik parcacik boyut dagilim
raporlar1 ise Blank-NP-1, NP-1, Blank-NP-2, NP-2, Blank-NP-3, NP-3, Blank-NP-4,
NP-4, Blank-NP-5, NP-5, Blank-NP-6, NP-6, Blank-NP-7 ve NP-7 igin sirasiyla Sekil
5.5., Sekil 5.6., Sekil 5.7., Sekil 5.8., Sekil 5.9., Sekil 5.10., Sekil 5.11., Sekil 5.12.,
Sekil 5.13., Sekil 5.14., Sekil 5.15., Sekil 5.16., Sekil 5.17. ve Sekil 5.18.’de

sunulmustur.
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Tablo 5.12. Par¢acik boyutu ve par¢acik boyutu dagilimi sonuglar

Fargactk Boyutu Parcacik Boyutu Dagilimi
Kod (nanometre,
ortalamadstandart sapma) (PDI, ortalamazstandart sapma)

Blank-NP-1 181.77 £2.38 0.12+0.03
NP-1 196.33 £0.65 0.11+£0.04
Blank-NP-2 559.63 £4.08 0.21+0.02
NP-2 669.23 +£5.49 0.37 +£0.06
Blank-NP-3 528.63 £2.50 0.16+0.03
NP-3 548.43 £5.94 0.30+0.04
Blank-NP-4 506.70 = 1.56 0.34+0.03
NP-4 534.50 £ 3.78 0.37+0.04
Blank-NP-5 47597+ 1.87 0.27+0.01
NP-5 480.87 £2.70 0.21+0.03
Blank-NP-6 443.40 £ 3.70 0.21£0.05
NP-6 469.07 £2.37 0.24 £ 0.02
Blank-NP-7 353.90 £ 6.37 0.15+0.03
NP-7 413.60 + 5.77 0.20+0.01
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Sekil 5.4. Hazirlanan formiilasyonlarin par¢actk boyutu dagilimi sonuglart grafigi
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Parcacik boyutu dagilimi

Record 1: Blank NP-1 1
Record 2: Blank NP-1 2
Record 3: Blank NP-13

Yogunluk (%)

10 100 1000 10000

Boyut (d.nm)

Sekil 5.5. Blank-NP-1 kodlu formiilasyon igin Zetasizer Nano ZS’den alinan par¢acik boyut dagilim

raporu

Parcacik boyutu dagilimi
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Sekil 5.6. NP-1 kodlu formiilasyon igin Zetasizer Nano ZS den alinan pargacik boyut dagilim raporu
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Parcacik boyutu dagilimi
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Record 2: Blank NP-2 2
Record 3: Blank NP-2 3

Yogunluk (%)
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Boyut (d.nm)

Sekil 5.7. Blank-NP-2 kodlu formiilasyon igin Zetasizer Nano ZS’den alinan par¢acik boyut dagilim
raporu

Parcacik boyutu dagilimi
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Sekil 5.8. NP-2 kodlu formiilasyon i¢in Zetasizer Nano ZS’den alinan par¢acik boyut dagilim raporu
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Parcacik boyutu dagilimi

[ R PR PP PRE TR
147

12 t

10 b e cc s s sccssssscscnsssnnce s ofd R T ................
: . Record 1: Blank NP-3 1
Record 2: Blank NP-3 2
Record 3: Blank NP-3 3

Yogunluk (%)

10 100 10000

Boyut (d.nm)

Sekil 5.9. Blank-NP-3 kodlu formiilasyon igin Zetasizer Nano ZS’den alinan par¢acik boyut dagilim
raporu

Parcacik boyutu dagilimi
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Sekil 5.10. NP-3 kodlu formiilasyon i¢in Zetasizer Nano ZS den alinan parcactk boyut dagilim raporu
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Parcacik boyutu dagilhimi
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Sekil 5.11. Blank-NP-4 kodlu formiilasyon i¢in Zetasizer Nano ZS den aliman par¢actk boyut dagilim

raporu
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Sekil 5.12. NP-4 kodlu formiilasyon i¢in Zetasizer Nano ZS den alinan parcactk boyut dagilim raporu
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Parcacik boyutu dagilimi
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Sekil 5.13. Blank-NP-5 kodlu formiilasyon i¢in Zetasizer Nano ZS den aliman par¢actk boyut dagilim

raporu
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Sekil 5.14. NP-5 kodlu formiilasyon icin Zetasizer Nano ZS’den alinan par¢acik boyut dagilim raporu
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Parcacik boyutu dagilimi
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Sekil 5.15. Blank-NP-6 kodlu formiilasyon i¢in Zetasizer Nano ZS den aliman par¢actk boyut dagilim

raporu
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Sekil 5.16. NP-6 kodlu formiilasyon igin Zetasizer Nano ZS’den alinan par¢actk boyut dagilim raporu
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Parcacik boyutu dagilimi
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Sekil 5.17. Blank-NP-7 kodlu formiilasyon i¢in Zetasizer Nano ZS den aliman par¢actk boyut dagilim

raporu
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Sekil 5.18. NP-7 kodlu formiilasyon igin Zetasizer Nano ZS’den alinan pargacik boyut dagilim raporu

5.3.2. Zeta potansiyel

Tablo 5.13.’de hazirlanan tiim formiilasyonlarin zeta potansiyel analiz sonuglari
verilmistir. Verilerin daha net anlasilabilmesi i¢in Sekil 5.19.’da zeta potansiyel verileri
grafik olarak sunulmustur. Zetasizer Nano ZS cihazindan alinan otomatik zeta

potansiyel sonug raporlar1 ise Blank-NP-1, NP-1, Blank-NP-2, NP-2, Blank-NP-3, NP-
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3, Blank-NP-4, NP-4, Blank-NP-5, NP-5, Blank-NP-6, NP-6, Blank-NP-7 ve NP-7 i¢in
sirastyla Sekil 5.20., Sekil 5.21, Sekil 5.22., Sekil 5.23., Sekil 5.24., Sekil 5.25., Sekil
5.26., Sekil 5.27., Sekil 5.28., Sekil 5.29., Sekil 5.30., Sekil 5.31., Sekil 5.32. ve Sekil

5.33.’te sunulmustur.

Tablo 5.13. Hazirlanan formiilasyonlarin zeta potansiyel sonuglar

Zeta potansiyel

Kod
(mV, ortalamatstandart sapma)

Blank-NP-1 -1547+0.23
NP-1 -15.60 + 0.44
Blank-NP-2 +39.07 £3.04
NP-2 +36.33 £ 0.57
Blank-NP-3 +39.67 £ 0.96
NP-3 +30.67 £ 1.10
Blank-NP-4 +45.63 £ 0.40
NP-4 +46.13 £ 0.70
Blank-NP-5 +47.67 £ 0.51
NP-5 +48.50 +1.85
Blank-NP-6 +52.27+0.9
NP-6 +52.47 +1.23
Blank-NP-7 +47.03 £ 0.87
NP-7 +45.43 +1.34
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Sekil 5.19. Hazirlanan formiilasyonlarin zeta potansiyel sonuglari grafigi
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Sekil 5.20. Blank-NP-1 kodlu formiilasyon i¢in Zetasizer Nano ZS den zeta potansiyel raporu
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Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.21. NP-1 kodlu formiilasyon igin Zetasizer Nano ZS’den alinan zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.22. Blank-NP-2 kodlu formiilasyon i¢in Zetasizer Nano ZS den alinan zeta potansiyel raporu
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Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.23. NP-2 kodlu formiilasyon igin Zetasizer Nano ZS’den alinan zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.24. Blank-NP-3 kodlu formiilasyon i¢cin Zetasizer Nano ZS den alinan zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.25. NP-3 kodlu formiilasyon icin Zetasizer Nano ZS den alinan zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.26. Blank-NP-4 kodlu formiilasyon i¢cin Zetasizer Nano ZS den alinan zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.27. NP-4 kodlu formiilasyon icin Zetasizer Nano ZS den alinan zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.28. Blank-NP-5 kodlu formiilasyon i¢in Zetasizer Nano ZS den alinan zeta potansiyel raporu
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Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 5.29. NP-5 kodlu formiilasyon icin Zetasizer Nano ZS den alinan zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.30. Blank-NP-6 kodlu formiilasyon i¢in Zetasizer Nano ZS den alinan zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.31. NP-6 kodlu formiilasyon igin Zetasizer Nano ZS’den alinan zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.32. Blank-NP-7 kodlu formiilasyon i¢in Zetasizer Nano ZS den alinan zeta potansiyel raporu
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Sekil 5.33. NP-7 kodlu formiilasyon igin Zetasizer Nano ZS’den alinan zeta potansiyel raporu

5.3.3. Enkapsiilasyon etkinligi
Tablo 5.14.’te hazirlanan VAP iceren formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinligi
(% EE) analiz sonugclar1 verilmistir. Verilerin daha net anlasilabilmesi i¢in Sekil 5.34.’te

enkapsiilasyon etkinligi verileri grafik olarak sunulmustur.

Tablo 5.14. Hazirlanan formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinligi sonu¢lar

Kod Enkapsiilasyon etkinligi (%)
NP-1 74.69 + 4.04
NP-2 77.86 +£2.53
NP-3 78.64 + 6.44
NP-4 81.28 £ 2.80
NP-5 85.18 £0.58
NP-6 84.78 £2.91
NP-7 83.87+2.73

78



90

S

R

Enkapsiilasyon etkinligi (% EE)

70

NP-1 NP-2 NP-3 NP4 NP-5 NP-6 NP-7
Formiilasyon Kodlar

Sekil 5.34. Hazirlanan formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinligi sonuglart grafigi

5.3.4. Invitro dissoliisyon

VAP, NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6 ve NP-7 kodlu formiilasyonlara ait
zamana kars1 kiimiilatif ¢ozlinen etkin madde miktar1 verileri Tablo 5.15.’de verilmistir.
Elde edilen tim veriler kullanilarak VAP ve nanopartikiil formiilasyonlarina ait in vitro
dissoliisyon profilleri 72 saatlik, 24 saatlik ve 12 saatlik olarak sirasiyla Sekil 5.35.,
Sekil 5.36. ve Sekil 5.37°de sunulmustur.
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Tablo 5.15. Hazirlanan formiilasyonlarin kiimiilatif dissoliisyon verileri

Siire (Saat) VAP NP-1 NP-2 NP-3 NP-4 NP-5 NP-6 NP-7

1 48.01 £1.51 23.09 +4.74 11.56 +5.96 13.10+2.76 15.65+3.95 19.48 +2.93 21.12+3.43 20.14 +£ 6.50
3 76.64 £2.96 37.34+3.32 15.53+2.17 20.12 + 3.65 23.14+£2.75 28.51 +£2.63 30.18 +£2.87 32.25+1.20
6 96.95 +2.56 5426 + 3.45 26.18 +3.23 29.44+3.35 32.53+2.93 36.33 £ 6.34 44.54 +3.63 50.45 +4.10
9 98.99 + 1.25 63.40 +£2.87 33.12+3.57 36.14+3.74 40.56 +3.32 43.44+3.94 48.92 +2.67 53.61 £3.31
12 99.07 £ 0.51 74.82+2.93 48.94+2.16 49.13+3.35 43.72 £ 3.53 58.56 +3.12 60.33 £3.98 68.62 + 1.94
24 99.07 £ 0.51 84.13 +£2.64 57.93+4.43 65.17 +£2.65 69.18 +3.76 71.74 £2.87 74.76 £ 2.46 80.35+£5.74
48 99.07 £ 0.51 86.53 £3.04 63.85+4.02 70.25+4.12 73.14 £ 298 76.92 + 2.65 78.72+3.44 81.74 £ 1.34
72 99.07 £ 0.51 88.24+2.12 76.14 £ 3.35 78.42+4.43 81.64 £2.77 82.84 £2.87 82.85+£2.76 83.13+1.75
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Sekil 5.35. Hazirlanan formiilasyonlarin 72 saatlik kiimiilatif dissoliisyon oranlari
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Sekil 5.36. Hazirlanan formiilasyonlarin 24 saatlik kiimiilatif dissoliisyon oranlar
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Sekil 5.37. Hazirlanan formiilasyonlarin 12 saatlik kiimiilatif dissoliisyon oranlari
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5.3.5. Dissoliisyon Kinetigi
5.3.5.1. Sifirinci derece Kinetik sonuclar

Hazirlanan 7 nanopartikiil formiilasyonu igin in vitro dissoliisyon c¢alismasi
verileri Sifirinc1 Derece Kinetik modelle uygulanmis ve sifirinc1 derece kinetige ait
parametreler Tablo 5.16.’da gosterilmistir. DDSolver programindan alinan Sifirinci
Derece Kinetik dissoliisyon kinetik grafikleri NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6 ve
NP-7 kodlu formiilasyonlar i¢in sirasiyla Sekil 5.38., Sekil 5.39., Sekil 5.40., Sekil
5.41., Sekil 5.42., Sekil 5.43. ve Sekil 5.44.’te sunulmustur.

Tablo 5.16. Syfirinct derece Kinetik igin in vitro dissoliisyon Kinetigi bulgular:

*Tablo aciklamalari: Rsqr: korelasyon katsayisi (¥?), Rsqr_adj: diizeltilmis korelasyon katsayis
(radjusted), AIC: Akaike bilgi kriteri, MSC: Model se¢me kriteri.

Parametre NP-1 NP-2 NP-3 NP-4 NP-5 NP-6 NP-7
Rsqr -0.522 0.418 0.338 0.308 0.038 -0.176 -0.355
Rsqr_adj -0.522 0.418 0.338 0.308 0.038 -0.176 -0.355
AIC 86.362 74.540 76.507 77.261 80.463 82.296 84.481
MSC -1.184 0.030 -0.126 -0.193 -0.597 -0.858 -1.017
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---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.38. NP-1 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Sifirinci Derece Kinetik)
*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Sifirinct derece kinetik icin beklenen dissoliisyon
profili

---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.39. NP-2 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Sifirinci Derece Kinetik)
*QObserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Sifirinci derece kinetik igin beklenen dissoliisyon

profili
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---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.40. NP-3 formiilasyonu i¢in karsilastirmall in vitro dissoliisyon kinetigi (Sifirinct Derece Kinetik)
*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Sifirinct derece kinetik icin beklenen dissoliisyon
profili

---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.41. NP-4 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Sifirinci Derece Kinetik)
*QObserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Sifirinci derece kinetik igin beklenen dissoliisyon

profili
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---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.42. NP-5 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Sifirinci Derece Kinetik)
*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Sifirinct derece kinetik icin beklenen dissoliisyon
profili

---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.43. NP-6 formiilasyonu icin karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Sifirinci Derece Kinetik)
*QObserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Sifirinci derece kinetik igin beklenen dissoliisyon

profili
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Sekil 5.44. NP-7 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Sifirinct Derece Kinetik)
*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted. Sifirinct derece kinetik igin beklenen dissoliisyon
profili

5.3.5.2. Birinci derece kinetik sonuclart

Hazirlanan 7 nanopartikiil formiilasyonu i¢in in vitro dissoliisyon c¢alismasi
verileri Birinci Derece Kinetik modeline uygulanmig ve birinci derece kinetige ait
parametreler Tablo 5.17.’de gosterilmistir. DDSolver programindan alinan Birinci
Derece Kinetik dissoliisyon kinetik grafikleri NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6 ve
NP-7 kodlu formiilasyonlar i¢in sirasiyla Sekil 5.45., Sekil 5.46., Sekil 5.47., Sekil
5.48., Sekil 5.49., Sekil 5.50. ve Sekil 5.51.’de sunulmustur.

Tablo 5.17. Birinci derece kinetik i¢in in vitro dissoliisyon Kinetigi bulgular

*Tablo aciklamalari: Rsqr: korelasyon katsayisi (r?), Rsqr_adj: diizeltilmis korelasyon katsayisi
(ragjusted), AIC: Akaike bilgi kriteri, MSC: Model se¢me kriteri.

Parametre  NP-1 NP-2 NP-3 NP-4 NP-5 NP-6 NP-7
Rsqr 0.654 0.824 0.846 0.858 0.781 0.705 0.651
Rsqr_adi 0.654 0.824 0.846 0.858 0.781 0.705 0.651
AIC 73.025  63.776  63.367  63.036  67.147  69.859  72.269
MSC 0.298 1.226 1.334 1.388 0.883 0.524 0.340
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-« @--- Observed
= Predicted

Sekil 5.45. NP-1 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Birinci Derece Kinetik)
*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted. Birinci derece kinetik igin beklenen dissoliisyon
profili

---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.46. NP-2 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Birinci Derece Kinetik)
*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Birinci derece kinetik igin beklenen dissoliisyon
profili
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-« @--- Observed
= Predicted

Sekil 5.47. NP-3 formiilasyonu i¢in karsilastrmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Birinci Derece Kinetik)
*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted. Birinci derece kinetik igin beklenen dissoliisyon
profili

---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.48. NP-4 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Birinci Derece Kinetik)
*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Birinci derece kinetik igin beklenen dissoliisyon

profili
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-« @--- Observed
= Predicted

Sekil 5.49. NP-5 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Birinci Derece Kinetik)
*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted. Birinci derece kinetik igin beklenen dissoliisyon
profili

---@--- Observed
e Predicted

Sekil 5.50. NP-6 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Birinci Derece Kinetik)
*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Birinci derece kinetik igin beklenen dissoliisyon

profili
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Sekil 5.51. NP-7 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Birinci Derece Kinetik)
*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted. Birinci derece kinetik igin beklenen dissoliisyon
profili

5.3.5.3. Higuchi modeli sonuclar

Hazirlanan 7 nanopartikiil formiilasyonu i¢in in vitro dissoliisyon c¢alismasi
verileri Higuchi modeline uygulanmis ve Higuchi modele ait parametreler Tablo
5.18.’de gosterilmistir. DDSolver programindan alinan Higuchi modeli dissoliisyon
kinetik grafikleri NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6 ve NP-7 kodlu formiilasyonlar
icin sirastyla Sekil 5.52., Sekil 5.53., Sekil 5.54., Sekil 5.55., Sekil 5.56., Sekil 5.57. ve
Sekil 5.58.’de sunulmustur.

Tablo 5.18. Higuchi modeli i¢in in vitro dissoliisyon Kinetigi bulgular:

*Tablo aciklamalari: Rsqr: korelasyon katsayisi (), Rsqr_adj: diizeltilmis korelasyon katsayisi
(ragjusted), AIC: Akaike bilgi kriteri, MSC: Model se¢me kriteri.

Parametre NP-1 NP-2 NP-3 NP-4 NP-5 NP-6 NP-7
Rsqr 0.601 0.925 0.914 0.913 0.831 0.759 0.667
Rsqr_adj 0.601 0.925 0.914 0.913 0.831 0.759 0.667
AlIC 74.312 56.097 58.132 58.550 64.795 68.046 71.847
MSC 0.155 2.079 1.916 1.886 1.144 0.725 0.387
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---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.52. NP-1 formiilasyonu i¢in karsilastirmaly in vitro dissoliisyon kinetigi (Higuchi Modeli)

*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Higuchi modeli i¢in beklenen dissoliisyon profili

---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.53. NP-2 formiilasyonu i¢in karsilastirmall in vitro dissoliisyon kinetigi (Higuchi Modeli)
*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Higuchi modeli igin beklenen dissoltisyon profili
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-« @--- Observed
= Predicted

Sekil 5.54. NP-3 formiilasyonu i¢in karsilastirmaly in vitro dissoliisyon kinetigi (Higuchi Modeli)

*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Higuchi modeli i¢in beklenen dissoliisyon profili

---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.55. NP-4 formiilasyonu i¢in karsilastirmall in vitro dissoliisyon kinetigi (Higuchi Modeli)
*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Higuchi modeli igin beklenen dissoltisyon profili
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-« @--+ Observed
= Predicted

Sekil 5.56. NP-5 formiilasyonu i¢in karsilastirmaly in vitro dissoliisyon kinetigi (Higuchi Modeli)

*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Higuchi modeli i¢in beklenen dissoliisyon profili

---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.57. NP-6 formiilasyonu i¢in karsilastrmall in vitro dissoliisyon kinetigi (Higuchi Modeli)
*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Higuchi modeli igin beklenen dissoltisyon profili
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Sekil 5.58. NP-7 formiilasyonu igin karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Higuchi Modeli)

*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Higuchi modeli igin beklenen dissoltisyon profili

5.3.5.4. Korsmeyer-Peppas modeli sonuglar

Hazirlanan 7 nanopartikiil formiilasyonu igin in vitro dissoliisyon ¢aligsmasi
verileri Korsmeyer-Peppas modeline uygulanmis ve Korsmeyer-Peppas modele ait
parametreler Tablo 5.19.’da gosterilmistir. DDSolver programindan alinan Korsmeyer-
Peppas modeli dissoliisyon kinetik grafikleri NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6 ve
NP-7 kodlu formiilasyonlar i¢in sirasiyla Sekil 5.59., Sekil 5.60., Sekil 5.61., Sekil
5.62., Sekil 5.63., Sekil 5.64. ve Sekil 5.65.’de sunulmustur.
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Tablo 5.19. Korsmeyer-Peppas modeli i¢in in vitro dissoliisyon Kinetigi bulgular

*Tablo agiklamalari: Rsqr: korelasyon katsayisi (r?), Rsqr_adj: diizeltilmis korelasyon katsayisi
(radjusted), AIC: Akaike bilgi kriteri, MSC: Model se¢me kriteri, n: dissoliisyon mekanizmasini gésteren

difiizyon tissii.
Parametre NP-1 NP-2 NP-3 NP-4 NP-5 NP-6 NP-7
Rsqr 0.894 0.936 0.945 0.964 0.953 0.946 0.891
Rsqr_adj 0.878 0.927 0.937 0.959 0.947 0.939 0.875
AlIC 64.423 56.651 56.200 52.659 55.231 56.520 63.825
MSC 1.254 2.017 2.131 2.541 2.207 2.006 1.279
n 0.318 0.471 0.442 0.407 0.358 0.335 0.341
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Sekil 5.59. NP-1 formiilasyonu igin karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Korsmeyer-Peppas
Modeli)
*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Korsmeyer-Peppas modeli icin beklenen

dissoliisyon profili
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-« @--- Observed
= Predicted

Sekil 5.60. NP-2 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Korsmeyer-Peppas
Modeli)
*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Korsmeyer-Peppas modeli i¢in beklenen

dissoliisyon profili

---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.61. NP-3 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Korsmeyer-Peppas
Modeli)
*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Korsmeyer-Peppas modeli igin beklenen

dissoliisyon profili
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-« @-- Observed
= Predicted

Sekil 5.62. NP-4 formiilasyonu i¢in karsilastrmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Korsmeyer-Peppas
Modeli)
*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Korsmeyer-Peppas modeli i¢in beklenen

dissoliisyon profili

-« @-- Observed
= Predicted

Sekil 5.63. NP-5 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Korsmeyer-Peppas
Modeli)
*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Korsmeyer-Peppas modeli igin beklenen

dissoliisyon profili
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---@--- Observed
Predicted

Sekil 5.64. NP-6 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Korsmeyer-Peppas
Modeli)
*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Korsmeyer-Peppas modeli i¢in beklenen

dissoliisyon profili

-« @--- Observed
= Predicted

Sekil 5.65. NP-7 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Korsmeyer-Peppas
Modeli)
*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Korsmeyer-Peppas modeli i¢in beklenen

dissoliisyon profili
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5.3.5.5. Hixson-Crowell modeli sonuclar

Hazirlanan 7 nanopartikiil formiilasyonu igin in vitro dissoliisyon ¢aligsmasi
verileri Hixson-Crowell modeline uygulanmis ve Hixson-Crowell modele ait
parametreler Tablo 5.20.’de gosterilmistir. DDSolver programindan alinan Hixson-
Crowell modeli dissoliisyon kinetik grafikleri NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6 ve
NP-7 kodlu formiilasyonlar i¢in sirasiyla Sekil 5.66., Sekil 5.67., Sekil 5.68., Sekil
5.69., Sekil 5.70., Sekil 5.71. ve Sekil 5.72.’de sunulmustur.

Tablo 5.20. Hixson-Crowell modeli i¢in in vitro dissoliisyon Kinetigi bulgular

*Tablo agiklamalari: Rsqr: korelasyon katsayisi (r?), Rsqr_adj: diizeltilmis korelasyon katsayisi
(radjusted), AIC: Akaike bilgi kriteri, MSC: Model se¢cme kriteri

Parametre NP-1 NP-2 NP-3 NP-4 NP-5 NP-6  NP-7
Rsqr 0.463 0.724 0.747 0.762 0.657 0558  0.488
Rsqr_adj 0.463 0.724 0.747 0.762 0.657 0558  0.488
AIC 76986  67.844  67.865  67.653  71.180  73.488  75.718
MSC -0.142 0.774 0.834 0.875 0.434 0121  -0.043
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-« @--- Observed
= Predicted

Sekil 5.66. NP-1 formiilasyonu i¢in karsilastirmaly in vitro dissoliisyon kinetigi (Hixson-Crowell Modeli)

*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Hixson-Crowell modeli i¢cin beklenen dissoliisyon
profili

-« @--- Observed
= Predicted

Sekil 5.67. NP-2 formiilasyonu i¢in karsilastirmaly in vitro dissoliisyon kinetigi (Hixson-Crowell Modeli)

*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Hixson-Crowell modeli igin beklenen dissoliisyon

profili
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---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.68. NP-3 formiilasyonu i¢in karsilastirmalr in vitro dissoliisyon kinetigi (Hixson-Crowell Modeli)

*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Hixson-Crowell modeli i¢cin beklenen dissoliisyon
profili

.- @--- Observed
= Predicted

Sekil 5.69. NP-4 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Hixson-Crowell Modeli)

*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Hixson-Crowell modeli igin beklenen dissoliisyon

profili
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---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.70. NP-5 formiilasyonu i¢in karsilastirmaly in vitro dissoliisyon kinetigi (Hixson-Crowell Modeli)

*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Hixson-Crowell modeli i¢cin beklenen dissoliisyon
profili

-« @--- Observed
= Predicted

Sekil 5.71. NP-6 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Hixson-Crowell Modeli)

*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Hixson-Crowell modeli igin beklenen dissoliisyon
profili
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Sekil 5.72. NP-7 formiilasyonu igin karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Hixson-Crowell Modeli)

*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Hixson-Crowell modeli i¢cin beklenen dissoliisyon

profili

5.3.5.6. Hopfenberg modeli sonuclar:

Hazirlanan 7 nanopartikiil formiilasyonu i¢in in vitro dissoliisyon c¢alismasi
verileri Hopfenberg modeline uygulanmis ve Hopfenberg modele ait parametreler Tablo
5.21.°de gosterilmistir. DDSolver programindan alinan Hopfenberg modeli dissoliisyon
kinetik grafikleri NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6 ve NP-7 kodlu formiilasyonlar
icin sirastyla Sekil 5.73., Sekil 5.74., Sekil 5.75., Sekil 5.76., Sekil 5.77., Sekil 5.78. ve
Sekil 5.79.’da sunulmustur.
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Tablo 5.21. Hopfenberg modeli i¢in in vitro dissoliisyon Kinetigi bulgular

*Tablo agiklamalari: Rsqr: korelasyon katsayisi (r?), Rsqr_adj: diizeltilmis korelasyon katsayisi

(ragjusted), AIC: Akaike bilgi kriteri, MSC: Model se¢me kriteri

Parametre NP-1 NP-2 NP-3 NP-4 NP-5 NP-6 NP-7
Rsqr 0.463 0.760 0.771 0.781 0.666 0.562 0.488
Rsqr_adj 0.386 0.726 0.739 0.749 0.619 0.499 0.415
AlIC 78.985 68.578 68.940 68.922 72.934 75411  77.718
MSC -0.364 0.692 0.715 0.734 0.240 -0.093 -0.265
NP-1
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Sekil 5.73. NP-1 formiilasyonu igin karsilastrmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Hopfenberg Modeli)

*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Hopfenberg modeli i¢cin beklenen dissoliisyon

profili
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-« @--- Observed
= Predicted

Sekil 5.74. NP-2 formiilasyonu i¢in karsilastirmaly in vitro dissoliisyon kinetigi (Hopfenberg Modeli)

*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Hopfenberg modeli icin beklenen dissoliisyon

profili

-« @--+ Observed
= Predicted

Sekil 5.75. NP-3 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Hopfenberg Modeli)

*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Hopfenberg modeli i¢in beklenen dissoliisyon

profili
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---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.76. NP-4 formiilasyonu i¢in karsilastirmaly in vitro dissoliisyon kinetigi (Hopfenberg Modeli)

*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Hopfenberg modeli icin beklenen dissoliisyon

profili

-« @--- Observed
= Predicted

Sekil 5.77. NP-5 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Hopfenberg Modeli)

*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Hopfenberg modeli i¢in beklenen dissoliisyon

profili
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---4--- Observed
= Predicted

Sekil 5.78. NP-6 formiilasyonu i¢in karsilastirmaly in vitro dissoliisyon kinetigi (Hopfenberg Modeli)

*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Hopfenberg modeli icin beklenen dissoliisyon

profili

---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.79. NP-7 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Hopfenberg Modeli)

*Observed: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Hopfenberg modeli i¢in beklenen dissoliisyon

profili
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5.3.5.7. Weibull modeli sonuclar

Hazirlanan 7 nanopartikiil formiilasyonu igin in vitro dissoliisyon ¢aligsmasi
verileri Weibull modeline uygulanmis ve Weibull modele ait parametreler Tablo
5.22.’de gosterilmistir. DDSolver programindan alinan Weibull modeli dissoliisyon
kinetik grafikleri NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6 ve NP-7 kodlu formiilasyonlar
icin sirastyla Sekil 5.80., Sekil 5.81., Sekil 5.82., Sekil 5.83., Sekil 5.84., Sekil 5.85. ve
Sekil 5.86.’da sunulmustur.

Tablo 5.22. Weibull modeli i¢in in vitro dissoliisyon Kinetigi bulgular

*Tablo agiklamalari: Rsqr: korelasyon katsayisi (r?), Rsqr_adj: diizeltilmis korelasyon katsayisi
(radjusted), AIC: Akaike bilgi kriteri, MSC: Model se¢me kriteri, B: ilacin polimerik nanopartikiil matrisi

boyunca taginma mekanizmasinin bir parametresi

Parametre NP-1 NP-2 NP-3 NP-4 NP-5 NP-6 NP-7

Rsqr 0.982 0.972 0.981 0.980 0.979 0.986 0.973

Rsqr_adj 0.975 0.963 0.975 0.974 0.972 0.981 0.964

AIC 50.648 51.109 48.564 49.195 50.079 46.510 53.170
MSC 2.785 2.633 2.979 2.925 2.779 3.118 2.462
B 0.472 0.549 0.535 0.511 0.472 0.453 0.470
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-« @--- Observed
= Predicted

Sekil 5.80. NP-1 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Weibull Modeli)

*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Weibull modeli igin beklenen dissoliisyon profili

---@--- Observed

= Predicted

Sekil 5.81. NP-2 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Weibull Modeli)

*QObserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Weibull modeli i¢in beklenen dissoliisyon profili
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---4--- Observed
= Predicted

Sekil 5.82. NP-3 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Weibull Modeli)

*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Weibull modeli igin beklenen dissoliisyon profili

---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.83. NP-4 formiilasyonu icin karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Weibull Modeli)

*QObserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Weibull modeli i¢in beklenen dissoliisyon profili
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.- @--- Observed
= Predicted

Sekil 5.84. NP-5 formiilasyonu i¢in karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Weibull Modeli)

*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Weibull modeli igin beklenen dissoliisyon profili

---@--- Observed
= Predicted

Sekil 5.85. NP-6 formiilasyonu icin karsilastirmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Weibull Modeli)

*QObserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted: Weibull modeli i¢in beklenen dissoliisyon profili
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Sekil 5.86. NP-7 formiilasyonu i¢in karsilastrmali in vitro dissoliisyon kinetigi (Weibull Modeli)

*Qbserved: Elde edilen dissoliisyon profili, Predicted.: Weibull modeli i¢in beklenen dissoliisyon profili

5.4. Hiicre Kiiltiirii Cahismalari
54.1. MTT yontemiyle HaCaT hiicrelerinde proliferasyonu artiran
konsantrasyonlarin degerlendirilmesi

VAP, Blank-NP-1, NP-1, Blank-NP-2, NP-2, Blank-NP-3, NP-3, Blank-NP-4,
NP-4, Blank-NP-5, NP-5, Blank-NP-6, NP-6, Blank-NP-7 ve NP-7’nin HaCat
keratinosit hiicre canlilig1 tizerindeki etkilerinin % degerleri Tablo 5.23.’te sunulmustur.
VAP konsantrasyonlarimin, HaCaT keratinosit hiicre hattinda MTT yoOntemine gore
belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi Sekil
5.87.’de, NP-1 ve Blank-NP-1 konsantrasyonlarinin, HaCaT keratinosit hiicre hattinda
MTT yontemine gore belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Sekil 5.88.’de, NP-2 ve Blank-NP-2 konsantrasyonlarinin, HaCaT
keratinosit hiicre hattinda MTT ydntemine gore belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve
istatistiksel ~olarak degerlendirilmesi  Sekil 5.89.°da, NP-3 ve Blank-NP-3
konsantrasyonlarinin, HaCaT keratinosit hiicre hattinda MTT yontemine gore belirlenen
% hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi Sekil 5.90.’da, NP-4
ve Blank-NP-4 konsantrasyonlarinin, HaCaT keratinosit hiicre hattinda MTT y6ntemine
gore belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi Sekil

5.91.’de, NP-5 ve Blank-NP-5 konsantrasyonlarinin, HaCaT keratinosit hiicre hattinda
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MTT yontemine gore belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Sekil 5.92.’de, NP-6 ve Blank-NP-6 konsantrasyonlarinin, HaCaT
keratinosit hiicre hattinda MTT yontemine gore belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve
istatistiksel ~ olarak degerlendirilmesi  Sekil 5.93.’te, NP-7 ve Blank-NP-7
konsantrasyonlarinin, HaCaT keratinosit hiicre hattinda MTT yontemine gore belirlenen
% hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi Sekil 5.93.’te
sunulmustur. MTT deneyi sonuglarina gore, 10, 100 ve 400 pg.mL? VAP
konsantrasyonlari, kontrol grubuna gére HaCaT hiicre canliligin1 24 saatte sirasiyla %
22.59, % 39.14 ve % 2.43 oraninda artirmistir (Sekil 5.22.). Hiicre canliligindaki artis
kontrol grubuna gére 10 pg.mL? ve 100 pg.mL? VAP konsantrasyonunda anlamli

bulunmustur.

Tablo 5.23. VAP ve hazirlanan formiilasyonlarin HaCat keratinosit hiicre canliligi iizerindeki
etkilerinin % degerleri

Gruplar Kontrol 10 pg.mL* 100 pg.mL* 400 pg.mL*
VAP 100 122.59 139.14 102.43
NP-1 100 84.14 49.19 50.06
Blank-NP-1 100 115.37 76.33 54.77
NP-2 100 129.49 59.73 50.81
Blank-NP-2 100 132.96 124.16 110.78
NP-3 100 126.52 123.05 87.11
Blank-NP-3 100 97.52 55.64 48.08
NP-4 100 69.89 68.53 43.74
Blank-NP-4 100 103.35 94.42 65.30
NP-5 100 81.18 62.95 57.43
Blank-NP-5 100 115.59 101.44 79.26
NP-6 100 129.26 108.27 78.18
Blank-NP-6 100 86.81 71.10 73.62
NP-7 100 138.49 122.30 86.33
Blank-NP-7 100 112.47 79.50 72.66
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Sekil 5.87. VAP in, HaCaT keratinosit hiicre hattinda MTT yontemine gore belirlenen % hiicre canlilik
degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicii kontrol: %0.1 DMSO) (Ortalama + Standart
Sapma) (n=8) (anlamh farkiiltk var: p<0.01** p<0.0001****; fark yok: p>0.05).
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Sekil 5.88. NP-1 ve Blank-NP-1 kodlu formiilasyonlarin, HaCaT keratinosit hiicre hattinda MTT
yontemine gore belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicii
kontrol: %0.1 DMSO) (Ortalama + Standart Sapma) (n=38) (anlaml farkhilik var: p<0.01**,
p<0.0001****; fark yok: p>0.05).
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Sekil 5.89. NP-2 ve Blank-NP-2 kodlu formiilasyonlarm,HaCaT keratinosit hiicre hattinda MTT
yéntemine gére belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicii
kontrol: %0.1 DMSO) (Ortalama + Standart Sapma) (n=38) (anlamli farklilik var: p<0.05%*,
p<0.0001****; fark yok: p>0.05).
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Sekil 5.90. NP-3 ve Blank-NP-3 kodlu formiilasyonlarm,HaCaT keratinosit hiicre hattinda MTT
yéntemine gére belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicii
kontrol: %0.1 DMSO) (Ortalama + Standart Sapma) (n=38) (anlamii farklilik var: p<0.01*%,
p<0.0001****; fark yok: p>0.05).
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Sekil 5.91. NP-4 ve Blank-NP-4 kodlu formiilasyonlarin,HaCaT keratinosit hiicre hattinda MTT
yontemine gore belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicii
kontrol: %0.1 DMSO) (Ortalama + Standart Sapma) (n=38) (anlamli farklilik var: p<0.05%* p<0.001***;
fark yok: p>0.05).
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Sekil 5.92. NP-5 ve Blank-NP-5 kodlu formiilasyonlarin,HaCaT keratinosit hiicre hattinda MTT
yontemine gore belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicii
kontrol: %0.1 DMSO) (Ortalama + Standart Sapma) (n=38) (anlaml farklilik var: p<0.05* p<0.01*%,

p<0.0001****; fark yok: p>0.05).
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Sekil 5.93. NP-6 ve Blank-NP-6 kodlu formiilasyonlarmm,HaCaT keratinosit hiicre hattinda MTT
yéntemine gére belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicii
kontrol: %0.1 DMSO) (Ortalama + Standart Sapma) (n=8) (anlamii farklilik var: p<0.05% p<0.01*%*,

p<0.001***; fark yok: p>0.05).
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Sekil 5.94. NP-7 ve Blank-NP-7 kodlu formiilasyonlarin, HaCaT keratinosit hiicre hattinda MTT
yéntemine gére belirlenen % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicti
kontrol: %0.1 DMSO) (Ortalama + Standart Sapma) (n=38) (anlamli farklilik var: p<0.05% p<0.01*%*

p<0.001***; fark yok: p>0.05).
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5.5. Nanopartikiillerin Yara Iyilestirici Etkilerin Belirlenmesi

VAP ve VAP iceren en etkili nanopartikiil formiilasyonlarmin (NP-3, NP-6 ve
NP-7) HaCaT hiicreleri tlizerindeki yara iyilestirici etkilerinin 0. ve 24. saatteki
goriintiileri  Sekil 5.95.te; VAP ve VAP igeren en etkili nanopartikiil
formiilasyonlarinin (NP-3, NP-6 ve NP-7) HaCaT hiicreleri iizerindeki yara iyilestirici
etkilerinin 0. ve 24. saatteki ortalama floresans yogunluguna gore ¢izilen % artis grafigi
Sekil 5.96.°da; VAP, NP-3, NP-6 ve NP-7 konsantrasyonlarinin yara iyilestirici
etkilerinin ortalama floresans yogunlugu % degerleri Tablo 5.24.’te sunulmustur.

VAP ve VAP igeren en etkili nanopartikiil formiilasyonlarmin (NP-3, NP-6 ve
NP-7) HaCaT hiicreleri iizerindeki yara iyilestirici etkilerinin 0. ve 24. saatteki
gorlintiileri  Sekil 5.97.°de; VAP ve VAP iceren en etkili nanopartikiil
formiilasyonlarinin (NP-3, NP-6 ve NP-7) HaCaT hiicreleri iizerindeki yara iyilestirici
etkilerinin 0. ve 24. saatteki yar1 ¢ap1 degisimi tizerine etkileri Sekil 5.98.’de; VAP, NP-
3, NP-6 ve NP-7 konsantrasyonlarinin yara capi degisi lizerindeki etkilerinin %

degerleri Tablo 5.25.’te sunulmustur.
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0. Saat

Kontrol

Vit. A (10.ug/ml)

Vit. A (100 ug/ml)

NP-3 (10'ug/ml)

NP-6 (10 ug/ml)

NP-7 (10 ug/ml)

24. Saat

Kontrol

Vit. A (10 ug/ml)

Vit. A (100-ug/ml)

NP-3 (10 ug/ml)

NP-6 (10 ug/ml)

NP-7 (10 ug/ml)

Sekil 5.95. VAP ve VAP iceren en etkili nanopartikiil formiilasyonlarimin (NP-3, 6 ve 7) HaCaT

hiicreleri tizerindeki yara iyilestivici etkilerinin 0. ve 24. saatteki goriintiileri

(Iki bagimsiz tekrardan her grup icin bir temsili sonug¢ gosterilmektedir, objektif x20).
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Sekil 5.96. VAP ve VAP iceren en etkili nanopartikiil formiilasyonlarinin (NP-3, NP-6 ve NP-7) HaCaT
hiicreleri iizerindeki yara iyilestirici etkilerinin 0. ve 24. saatteki ortalama floresans yogunluguna gére

gizilen % artis grafigi.

*Kutu grafigi, 0. saatte tiim gruplardan olgiilen ortalama floresans yogunluguna gore konsantrasyon
gruplariyla 24. saate meydana gelen yara iyilesmesini temsil etmektedir. Veriler, iki ayrt deneyin
ortalama =+ standart sapmalarimi gostermektedir (her biri i¢cin n=3). % degerlerinin istatistiksel yonden
anlamhiligint belirleyebilmek igin tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ve ardindan bir post hoc
Tukey ¢oklu karsilastirma testi yapimistir (kontrol grubuna gére; fark yok: p> 0.05; anlamli fark: ****p
< 0.0001).
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Tablo 5.24. VAP, NP-3, NP-6 ve NP-7 konsantrasyonlarmn yara iyilestirici etkilerinin ortalama

floresans yogunlugu % degerleri

0. Saat 24, Saat VAP VAP NP-3 NP-6 NP-7
Kontrol Kontrol (10 pgmL?Y) (100 pg.mL?) (10 pg.mL™?) (10 pg.mL?) (10 pg.mL™?)
100 117.76 150.67 170.85 176.59 179.03 206.57

24, Saat

Sekil 5.97. VAP ve VAP igeren en etkili nanopartikiil formiilasyonlarinin (NP-3, NP-6 ve NP-7) HaCaT

hiicreleri tizerindeki yara iyilestivici etkilerinin 0. ve 24. saatteki goriintiileri

*Iki bagimsiz tekrardan her grup igin bir temsili sonu¢ gosterilmektedir, 15tk mikroskobu x4
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Sekil 5.98. VAP ve VAP igeren en etkili nanopartikiil formiilasyonlarimin (NP-3, NP-6 ve NP-7) HaCaT

hiicreleri iizerindeki yara iyilestirici etkilerinin 0. ve 24. saatteki yara ¢apt degisimi iizerine etkileri.

*Kutu grafigi ile ifade edilen yara ¢apt degisimi verileri, Sekil 4’de birer drnegi gosterilen fotograflar
tizerinde mikroskobun él¢iim programu ile elde edilmistir. Veriler, iki ayri deneyin ortalama + standart
sapmalarmm gostermektedir (her biri icin n=3). % degerlerinin istatistiksel yénden anlamliligini
belirleyebilmek i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ve ardindan bir post hoc Tukey ¢oklu
karsilastirma testi yapilmistir (kontrol grubuna gére, fark yok: p> 0.05; anlamli fark: *p < 0.05, **p <
0.01).

Tablo 5.25. VAP, NP-3, NP-6 ve NP-7 konsantrasyonlarinin yara ¢apr degisi tizerindeki etkilerinin %

degerleri.
0. Saat 24, Saat VAP VAP NP-3 NP-6 NP-7
Kontrol Kontrol (10 pg.mL?) (100 pg.mL™) (10 pg.mL?) (10 pg.mL?) (10 pg.mL?)
100 96.76 93.13 90.18 83.98 87.50 81.94
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6. TARTISMA
6.1. Analitik Miktar Tayini I¢in Validasyon Calismalari

Biitiin calisma boyunca VAP miktar tayini i¢cin UV spektrofotometre yontemi
kullanilmistir. Tiim ¢alismanin validasyon sonuglar1 6.1.1. Vitamin A palmitat igin 1:1
etanol: aseton ortaminda validasyon calismasi’ ve ‘6.1.2. Vitamin A palmitat i¢in %1
Tween 80 iceren PBS pH 6.8 ortaminda validasyon c¢alismasi’ isimli boliimlerde

tartisilmastir.

6.1.1. Vitamin A palmitat icin 1:1 etanol: aseton ortaminda validasyon calismasi

Enkapsiilasyon etkinligi calismasindan 6nce, VAP i¢in spesifik ve segici bir UV
spektrofotometrik  yontem  gelistirilmistir. UV~ yontemi, UV/VIS  Kayit
Spektrofotometresi (UV-160A, Shimadzu, Japonya) iizerinde 330 nm'de ve kuvars
hiicre kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu c¢alismada VAP i¢in kullanilan UV
spektrofotometrik yontem dogrusallik, kesinlik ve dogruluk i¢in dogrulanmistir.
Standart c¢ozelti i¢cin, dogru bir sekilde tartilan 25 mg VAP, 25 mL'lik 6l¢iilii balona
aktarilmig ve etanol: aseton (1:1) iginde ¢6ziilmiistiir (nihai konsantrasyon 1000 ug.mL"
1). Kalibrasyon egrisi, standart ¢dzeltinin (2 -10 pg.mL™?) 6 konsantrasyonu ile elde
edilmistir. Cozeltiler {i¢ kopya halinde hazirlanmis ve analiz edilmistir. Dogrusallik, en
kiigiik kareler regresyon yontemi ile hesaplanan dogrusal regresyon analizi ile
degerlendirilmistir. Bu ¢alismanin kesinligi, tekrarlanabilirlik (giin i¢i) ve ara kesinlik
(glinler arasi) ile belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik, numunelerin ayni konsantrasyonda
ve ayni giin i¢inde analiz edilmesiyle degerlendirilmistir. Ara kesinlik, farkli giinlerdeki
(3 giin) testler karsilastirilarak incelenmistir (Mendez vd., 2003). Her konsantrasyon
i¢in {ic numune soliisyonu (4 pg.mL?, 6 pg.mL™?, 10 ung.mL™) hazirlanmis ve analiz
edilmistir. Dogruluk, islemin basinda numunelere eklenen bilinen miktarlarda VAP
referans standardinin geri kazanilmasiyla belirlenmistir (Battaglia & Ugazio, 2019). Bu
amagcla, dogru bir sekilde tartilmis 10 mg VAP 100 mL'lik 6l¢tilii balona aktarildi ve
etanol: etanol (1:1) (son konsantrasyon 100 pg.mL™) iginde ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltiden
dogruluk calismas1 igin 4, 6 ve 10 pgmL™' konsantrasyonlarmda ¢ozeltiler
hazirlanmstir.

Vitamin A palmitatin miktar tayininde kullanilan UV spektrofotometre yontemi
i¢cin yapilan dogrusallik ¢alismasi sonucunda determinasyon katsayis1 (r?) 0.9992 olarak

bulunmus ve miktar tayininin dogrusalligi kanitlanmistir (Bkz. Tablo 5.1. ve Bkz. Sekil
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5.1.). Kesinlik caligmalart 3 giin siirmiis ve analizler sonunda yontemin tekrar
eldeedilebilirligi ve tekrarlanabilirligi i¢in varyasyon katsayisinin %2’nin altinda
bulunmasi ydntemin kesinligini gostermistir. Ug farkli derisim ile yapilan dogruluk ve
geri elde edilebilirlik ¢alismasinda elde edilen veriler ile de yontemin dogrulugu

kanitlanmistir (Bkz. Tablo 5.5.) (Borman ve Elder, 2017).

6.1.2. Vitamin A palmitat icin %1 Tween 80 iceren PBS pH 6.8 ortaminda
validasyon ¢alismasi

In vitro dissoliisyon g¢alismasindan once, VAP i¢in spesifik ve segici bir UV
spektrofotometrik ~ yontem  gelistirilmistir. UV yontemi, UV/VIS  Kayit
Spektrofotometresi (UV-160A, Shimadzu, Japonya) tizerinde 330 nm'de ve kuvars
hiicre kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu calismada VAP i¢in kullanilan UV
spektrofotometrik yontem dogrusallik, kesinlik ve dogruluk ig¢in dogrulanmistir.
Standart ¢ozelti i¢in, dogru bir sekilde tartilan 25 mg VAP, 25 mL'lik 6l¢iilii balona
aktarilmis ve %1 Tween 80 iceren PBS pH 6.8 i¢inde ¢oziilmiistiir (nihai konsantrasyon
1000 pg.mL™Y). Kalibrasyon egrisi, standart ¢cdzeltinin (2 -10 pg.mL™) 6 konsantrasyonu
ile elde edilmistir. Cozeltiler ii¢ kopya halinde hazirlanmis ve analiz edilmistir.
Dogrusallik, en kiigiik kareler regresyon yontemi ile hesaplanan dogrusal regresyon
analizi ile degerlendirilmistir. Bu ¢alismanin kesinligi, tekrarlanabilirlik (giin i¢1) ve ara
kesinlik (glinler arasi) ile belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik, numunelerin aym
konsantrasyonda ve ayn1 giin icinde analiz edilmesiyle degerlendirilmistir. Ara kesinlik,
farkli giinlerdeki (3 giin) testler karsilastirilarak incelenmistir (Mendez et al., 2003). Her
konsantrasyon icin ii¢ numune soliisyonu (4 pgmL?, 6 pgmL?, 10 pgmL?)
hazirlanmis ve analiz edilmistir. Dogruluk, islemin basinda numunelere eklenen bilinen
miktarlarda VAP referans standardinin geri kazanilmasiyla belirlenmistir (Battaglia &
Ugazio, 2019). Bu amagla, dogru bir sekilde tartilmis 10 mg VAP 100 mL'lik 6l¢iili
balona aktarildi ve %1 Tween 80 iceren PBS pH 6.8 (son konsantrasyon 100 pg.mL™)
icinde ¢oziilmiistir. Bu ¢ozeltiden dogruluk calismasi icin 4, 6 ve 10 pgmL?
konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanmastir.

VAP miktar tayininde dissoliisyon ¢alismasinda kullanilan UV spektrofotometre
yontemi icin yapilan dogrusallik calismasi sonucunda determinasyon katsayisi (r2)
0.9990 olarak bulunmus ve miktar tayininin dogrusalligi kanitlanmigtir (Bkz. Tablo 5.6.

ve Bkz. Sekil 5.2.). 3 gilin siiren kesinlik caligmalari sonucu yontemin tekrar
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eldeedilebilirligi ve tekrarlanabilirligi icin varyasyon katsayisinin %2’nin altinda
bulunmasi yontemin kesinligini gostermistir (Bkz. Tablo 5.7., Tablo 5.8. ve Tablo 5.9.).
Ug farkli derisim ile yapilan dogruluk ve geri eldeedilebilirlik ¢calismasinda elde edilen
veriler ile de yontemin dogrulugu kanitlanmistir (Bkz. Tablo 5.10.) (Borman ve Elder,
2017).

6.2. Cahsma Kosulunda Kararhhk

Formiilasyon hazirlama kosulunda kararlilik ¢alismasinda VAP % geri kazanim
sonuclar1 Ortalama £+ Standart sapma olarak, 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 ¢ozeltisi,
10 mL, %0.2’lik kitosan ¢ozeltisi, 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 igeren %0.2’lik
kitosan ¢ozeltisi, 10 mL, %0.5’lik Pluronic F-68 iceren %0.1°lik kitosan ¢ozeltisi, 10
mL, %0.5’lik Pluronic F-68 iceren %0.05°lik kitosan c¢ozeltisi, 10 mL, %0.5’lik
Pluronic F-68 igeren %0.025’1lik kitosan ¢ozeltisi, 10 mL ve %0.5’lik Pluronic F-68
iceren %0.0125°lik kitosan ¢ozeltisi ortamlarinda sirasiyla % 99.02 + 0.74, % 98.64 +
1.04, % 99.71 £ 0.03, % 99.16 = 0.80, % 98.19 + 1.18, % 98. 02 + 1.62 ve % 99.21 +
0.53 olarak elde edilmistir.

Enkapsiilasyon etkinligi tayini analizi i¢in 6rnek hazirlama kosulunda kararlilik
calismasinda VAP % geri kazanim sonuglar1 Ortalama + Standart sapma olarak %98.82
+ 0.95 olarak elde edilmistir.

In vitro dissoliisyon ortami kosulunda kararlilik g¢alismasinda VAP % geri
kazanim sonuglart Ortalama + Standart sapma olarak 98.96 + 1.03 olarak elde
edilmistir.

Tiim calisma ortaminda kararlilik sonuglar1 degerlendirildiginde ytiksek % geri
kazanim oranlar1 c¢aligmada kullanilan tiim kosullarin uygun oldugunu gdstermistir

(Oztiirk, 2017).

6.3. Formiilasyonlarin Hazirlanmasi
6.4. Vitamin A Palmitat Yiikli = Nanopartikiil Formiilasyonlarinin
Karakterizasyonu
6.4.1. Parcacik boyutu ve parcacik boyutu dagilim
Parcacik boyutu ve parcacik boyut dagilimi, nanopartikiillerin iki Onemli

kriteridir, ¢linkii bu faktorler ilag dissoliisyon hizi, muko-adezyon, biyolojik dagilim,
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hiicresel alim vb. ozellikleri etkiler. Farmakolojik etkiyi ve klinik sonuglar1 optimize
etmek igin dar boyut dagilimina sahip nanopartikiiller gereklidir ( Oztiirk vd., 2018).

Pargacik boyut sonuglari, Blank-NP-1, NP-1, Blank-NP-2, NP-2, Blank-NP-3,
NP-3, Blank-NP-4, NP-4, Blank-NP-5, NP-5, Blank-NP-6, NP-6, Blank-NP-7 ve NP-7
icin sirastyla 181.77 nm + 2.38, 196.33 nm + 0.65, 559.63 nm + 4.08, 669.23 nm =+ 5.49,
528.63 nm =+ 2.50, 548.43 nm + 5.94, 506.70 nm + 1.56, 534.50 nm + 3.78, 475.97 nm +
1.87, 480.87 nm =+ 2.70, 443.40 nm =+ 3.70, 469.07 nm + 2.37, 353.90 nm + 6.37 ve
413.60 nm + 5.77 olarak elde edilmistir (Bkz. Tablo 5.12.). Par¢acik boyutu analizinde
ilk dikkat ¢eken, VAP yiliklenmis nanopartikiillerin blank/bos formiilasyonlardan daha
biiylik bir parcacik boyutuna sahip olmasidir. Daha 6nceki ¢aligmalar incelendiginde,
ilag yiikli nanopartikiil formiilasyonlarinin  parcacik  boyutunun blank/bog
formiilasyonlardan daha biiyiik olabilecegi bildirilmistir (Ekambaram ve Sathali, 2011;
Oztiirk vd., 2019). Bunun nedeni, polimer gibi maddelerin etkin maddeyi kapsiilleyerek
partikiilii olusturmasi ve dolayisiyla partikiil boyutunda biiylime olabilmesi seklinde
aciklanabilmektedir.

Pargacik boyutu analizlerinde dikkat ¢eken bir diger nokta Kitosan ile modifiye
nanopartikiillerin (NP-2, NP-3, NP-4, NP-5 NP-6, NP-7 ve blank formiilasyonlar1)
parcacik boyutlari, sadece PLGA ile hazirlanana (Balnk-NP-1 ve NP-1) kiyasla arttig1
gozlenmistir. Ayrica kitosan modifiye NP-2, NP-3, NP-4, NP-5 NP-6 ve NP-7 kodlu
formiilasyonlar kendi iclerinde incelendiginde parcacik boyutlarinda NP-2 >NP-3 > NP-4
> NP-5 > NP-6 > NP-7 olarak bir siralama gdzlenmistir. Bilindigi iizere NP-2, NP-3, NP-
4, NP-5 NP-6 ve NP-7 kodlu formiilasyonlarin kitosan ile modifiye etmek icin sirastyla
%0.2, %0.2, %0.1, %0.05, 0.025, %0.0125’lik kitosan ¢6zeltisi kullanilmis ve kitosan
konsantrasyonun azalmasi ile pargacik boyutu degeri diismistiir. Bu durum, manyetik
karigtiricida emiilsiyonun karistirilmasi sirasinda kayma gerilimini azaltan ve daha sonra
emiilsiyon damlaciklarinin parcacik boyutunda bir artisa yol acan kitosan ile iligkili
viskozite artist nedeniyle agiklanabilmektedir (Lima vd., 2018). Benzer sonuglar
literatiirde de bulunmaktadir (Duran-Lobato vd., 2015; Martin-Banderas vd., 2012).

Pargacik boyutu dagilimi (PDI) sonuglari, Blank-NP-1, NP-1, Blank-NP-2, NP-2,
Blank-NP-3, NP-3, Blank-NP-4, NP-4, Blank-NP-5, NP-5, Blank-NP-6, NP-6, Blank-
NP-7 ve NP-7 i¢in sirasiyla 0.12 £ 0.03, 0.11 + 0.04, 0.21 = 0.02, 0.37 £ 0.06, 0.16 +
0.03, 0.30 £ 0.04, 0.34 + 0.03, 0.37 £ 0.04, 0.27 £ 0.01, 0.21 = 0.03, 0.21 £ 0.05, 0.24 +
0.02, 0.15 £ 0.03 ve 0.20 + 0.01 olarak elde edilmistir (Bkz. Tablo 5.12.). Belirli bir
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nanosistemde parcacik boyutu dagiliminin homojenligi hakkinda bilgi veren bir oran
olan PDI, 0.0-1.0 araliginda nanopartikiil dispersiyonunun kalitesini yansitir. PDI
degerinin 0.1’den kiiclik olmas1 yiiksek dispersiyon kalitesini gosterir ve parcacik
boyutunun neredeyse tiim partikiillerde es oldugunu gosterir. Cogu arastirmaci
hazirlanan nanopartikiil sistemlerde PDI degerlerinin 0.3’ten kii¢iik olmasini optimum
deger olarak kabul etmektedir; ancak, 0.5’ten kii¢iik degerler de kabul edilebilir oldugu
literatiirde bir¢ok ¢alismada bildirilmistir (Biiyiikkoroglu vd., 2016). Literatiire gore,
sonug¢ olarak bu tezde hazirlanan PLGA nanopartikiilleri (Blank-NP-1 ve NP-1) ve
kitosan kapli PLGA nanopartikiillerin (NP-2, NP-3, NP-4, NP-5 NP-6, NP-7 ve blank

formiilasyonlar) kaliteli ve monodispers olarak hazirlandig1 sonucuna varilabilir.

6.4.2. Zeta potansiyel

Kitosan ile kaplanmamig PLGA nanopartikiillerinde (Blank-NP-1 ve NP-1)
negatif zeta potansiyel degerleri gozlenmistir (Bkz. Tablo 5.13.). Zeta potansiyel,
Blank-NP-1 kodlu nanopartikiil de ve VAP yiiklii NP-1 kodlu nanopartikiilde sirasiyla -
15.47 £ 0.23 mV ve -15.60 + 0.44 mV olarak belirlenmistir. N6tr ortamdaki PLGA,
terminal karboksil gruplarindan dolay1 negatif ylizey potansiyeline sahiptir ve bu,
kitosan ile kaplanmamis PLGA nanopartikiillerinde elde edilen negatif zeta potansiyeli
aciklar niteliktedir (Lima vd., 2018). Zeta potansiyel degeri olarak +/- 30 mV olan bir
koloidal sistem, bir sivida koloidal bir dispersiyon olarak dagilmigsa kararli bir
formiilasyon olarak kabul edilmektedir (Emami vd., 2015; Oztiirk vd., 2019). -5.0 ve -
15.0 mV arasindaki zeta potansiyel degerleri bir nanosistem i¢in flokiilasyonun sinir
bolgesindedir; ve -5.0 ile -3.0 mV arasindaki degerler bir nanosistem igin ise maksimum
flokiilasyon bolgesi oldugu daha 6nce bildirilmistir (Miiller vd., 2000). Blank-NP-1 ve
NP-1 kodlu formiilasyonlar i¢in sonuglar incelendiginde zeta potansiyel degerlerinin
flokiilasyon siirmin az istiinde oldugu goriilmektedir. Bu, Blank-NP-1 ve NP-1 kodlu
PLGA nanopartikiil formiilasyonlarinin kararliligin1 géstermektedir.

Kitosan ile ylizey modifiye edilmis formiilasyonlarda (NP-2, NP-3, NP-4, NP-5
NP-6, NP-7 ve blank formiilasyonlar1) nanopartikiillerin zeta potansiyel degerleri pozitif
degerlere ulasmistir (Bkz. Tablo 5.13.). Zeta potansiyel, Blank-NP-2, NP-2, Blank-NP-
3, NP-3, Blank-NP-4, NP-4, Blank-NP-5, NP-5, Blank-NP-6, NP-6, Blank-NP-7 ve NP-
7 i¢in sirasiyla +39.07 £ 3.04, +36.33 + 0.57 mV, +39.67 = 0.96 mV, +30.67 £ 1.10
mV, +45.63 + 0.40 mV, +46.13 £ 0.70 mV, +47.67 £ 0.51 mV, +48.50 £1.85 mV,
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+52.27 £ 0.9 mV, +52.47 £ 1.23 mV, +47.03 £ 0.87 mV ve +45.43 + 1.34 mV olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, kitosanda bulunan amino gruplarinin bir sonucudur

ve PLGA nanopartikiillerinin kitosan tarafindan yeterince kaplandigini géstermektedir (

Oztiirk vd., 2019).

6.4.3. Enkapsiilasyon etkinligi

Enkapsiilayon etkinligi sonuglart NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-5 NP-6 ve NP-7 i¢in
strastyla %74.69 + 4.04, %77.86 + 2.53, %78.64 + 6.44, %81.28 + 2.80, %85.18 £ 0.58,
%84.78 + 291 ve %83.87 + 2.73 olarak belirlenmistir. Elde edilen hem PLGA
nanopartikiilii hem de kitosan kapli PLGA nanopartikiilleri i¢in yiliksek enkapsiilasyon
etkinligi degerleri, muhtemelen VAP’1n su fazina diisiik ilgisi ve dolayistyla organik
faza gb¢ etme egiliminde olan lipofilik yapisindan kaynaklanmaktadir (Duran-Lobato
vd.,, 2015). Nanosistemlere yiiklenen/enkapsiile edilen aktif madde igerigi,
formiilasyonlarda 6nemli bir faktordiir ¢linkii daha yiiksek ytlikleme, belirli bir doz i¢in
daha diisilk miktarda nanosistem kullanilmasina olanak saglamaktadir (Oztﬁrk vd.,
2018). Elde edilen yiiksek enkapsiilasyon oranlar1 ¢aligmada hazirlanan nanopartikiil

formiilasyonlarinin daha diisiik miktarda kullanabilecegini kanitlamaktadir.

6.4.4. In vitro dissoliisyon

VAP ve bir A vitamini tlirevi olan retinil asetat ile yapilan bir dissoliisyon
calismasinda, 50 ve 75 rpm olmak tizere iki farkli doniis hizi, USP Aparat 2 ve 900 ml
¢Oziinme ortami kosullart kullanilmistir. Coziinme ortami olarak %1 oktoksinol-9 ve
%1 sodyum l-askorbat igeren pH 6.8 fosfat tamponu kullanilmistir. 50 rpm'de
gerceklestirilen dissoliisyon deneyleri A vitamininin eksik ¢dziindiiglinii géstermis, bu
da 50 rpm karisttrma hizinin karistirmanin tatmin edici olmadigmi seklinde
yorumlanmistir. Daha yiiksek miktarda ¢oziinmiis A vitamini, karigtirma hizinin 75
rpm'e yiikseltilerek elde edilmistir. Ug farkli firma tarafindan temin edilmis VAP
numuneleri, 45 dakika i¢inde %54, %37 ve %102 oraninda dissoliisyon gostermistir
(Davydova ve d., 2010).

VAP yiikli nanoemiilsiyonlarin hazirlandigi bir ¢alismada optimize edilmis
nanoemiilsiyon sistemlerde VAP’in in vitro difiizyon orani, diyaliz torbasi yontemi
kullanilarak degerlendirilmistir. Dissoliisyon ortami olarak fosfat tamponu (pH 7.4)

secilmigtir ve ¢alisma 24 saat boyunca devam ettirilmistir. Caligmada nanoemiilsiyon
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formiilasyonlarindan VAP dissoliisyonu, saf VAP’in sulu dispersiyonu ile
karsilastirilmistir. Nanoemiilsiyon formiilasyonlarindan VAP dissoliisyonu, saf VAP’ 1n
sulu dispersiyonundan 6nemli 6l¢lide daha yliksek olarak bulunmustur. Spesifik olarak,
nanoemiilsiyon sistemlerinden VAP dissoliisyonu, 24 saat icinde sulu dispersiyondan
%09.89 ile karsilastirildiginda %89-94 araliginda elde edilmistir. Ayrica hazirlanan
sistemler kendi aralarinda kiyaslandiginda daha kiigiik ortalama damlacik boyutundan
dolay1 maksimum VAP salimi oldugu belirlenmistir (Algahtani vd., 2020).

VAP vyiikli fiberlerin hazirlandigi bir ¢alismada dissoliisyon deneyleri,
termostatik  calkalama  inkiibatoriinde, 37°C ve 100 rpm kosullarinda
gerceklestirilmistir. Fiber numunelerinin dissoliisyon ortami i¢in 30 mL %0.5 (h/h)
Tween 80 iceren PBS (pH 7.4) tercih edilmistir. ilgili ortam ve kosullarda VAP
dissoliisyonu, ilk 8 saat boyunca %20'lik bir ilk patlama dissoliisyonu gostermis
ardindan 50 saatten fazla bir siire boyunca kademeli olarak salinmistir. 60 saat sonunda
VAP'n dissoliisyonu yaklasik %64 olmus ve platoya ulagmistir. VAP in gézlemlenen
ilk hizli dissoliisyonu, liflerin yiizeyinde bir miktar VAP varligindan kaynaklandigi
seklinde yorumlanmugtir (Li vd., 2016).

VAP yiikli nanofiberlerin hazirlandigi baska bir calismada VAP in vitro
dissoliisyonu, simiile edilmis mide (pH=1.2) ve bagirsak (pH=6.8) sivilarinda
incelenmistir. Diyaliz tiipline aktarilan nanofiberler 100 rpm 37°C'de siirekli
karistirilarak mide sivisi ¢ozeltisine 2 saat daldirilmig ardindan diyaliz tiipli daha sonra
bagirsak sivisina daldirilmis ve 6 saat boyunca deney devam ettirilmistir. 500 dakika
sonucunda yaklasik %20 oraninda VAP dissoliisyonu oldugu gozlenmistir (Fahami ve
Fathi, 2018).

VAP yiiklii etozomlarin in vitro dissoliisyou gerceklestirildigi bir ¢aligmada USP
1 ¢ozlinme aparati kullanilmigtir. Dissoliisyon ortami olarak %1 Tween 20 iceren 100
mL fosfat tamponu pH 5.5 tercih edilmis ve 100 rpm'de siirekli karistirilarak 37+
0.5°C'de dissoliisyon deneyleri gergeklestirilmistir. Serbest VAP siispansiyonundan
serbest birakma seklinin hizli oldugu ve VAP’ yaklasik %56'sinin ilk 3 saatte serbest
birakildig1 gozlemlenmistir. Buna karsilik, etozomlardaki VAP, yaklasik %26.29 ila
%48.54 gibi degisik oranlarda yavas ve kontrollii bir dissoliisyon gostermistir. 24 saat
iginde saliman VAP’in etosomal formiilasyonlarindan elde edilen in vitro dissoliisyon
calismasi sonuglari, %62.48 + 854 ila %97.9 + 3.92 arasinda degismistir.

Siispansiyondan salinan VAP yiizdesi, etozomlardan salinan VAP ylizdesinden daha
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yiiksek elde edilmis; bu durum, etozomdan VAP salinimini geciktiren vezikiiler
sistemin rezervuar etkisine bagli olabilecegi seklinde yorumlanmistir (Salem vd., 2021).

VAP yiiklii kat1 lipit nanopartikiil ve VAP yiiklii kat1 lipit nanopartikiil eklenmis
jellerin hazirlandig1 bir ¢alismada, Keshary Chien difiizyon hiicreleri ile in vitro
dissoliisyon ¢alismalart yapilmistir. Selilloz nitrat membran filtreleri, stratum
corneum'un lipofilik 6zelliklerini simiile etmek i¢in izopropil miristat ile slatildi ve
difiizyon hiicresi iizerine monte edilmistir. Dissoliisyon olarak %3 polisorbat 80 i¢eren
fosfat tamponlu salin (PBS) kullamilmustir. ilk 2 saatte, muhtemelen ilacin lipidden
yavasg diflizyonu nedeniyle ila¢ dissoliisyonu %10'dan az bulunmustur. 2 saat sonra, ilag
dissoliisyon hizi 8 saat sonrasina kadar zamanla artmis ve bu oran giderek azalmistir.
Uzatilmis ilag dissoliisyonu, ilacin kati lipid matrisine gémiilmesi sebebiyle oldugu
seklinde yorumlanmistir. Farkli jel yapici ajanlarla hazirlanmis jellere kati lipit
nanopartikiil dispersiyonunun dahil edilmesi, ila¢ dissoliisyonunu daha da azaltmistir.
Bu sonu¢ muhtemelen jellestirici maddelerin polimerik matrisinin dissoliisyon
geciktirici etkisinden kaynaklandig: seklinde yorumlanmustir (Pople ve Singh, 2014).

VAP ile yapilan daha 6nceki ¢aligmalar incelendiginde ylizey etkin maddelerin
kullanildig1 dissoliisyon c¢aligmalarinda VAP 1in daha kolay salindig1 gozlemlenmistir.
Calismamizda saf VAP, %1 Tween 80 iceren pH 6.8 PBS ortaminda 3. saat sonunda
%76.64 + 2.96 dissoliisyon orani gostermis ve 6. Saatin sonunda %96.95 + 2.56
gostererek neredeyse %100’e yakin bir dissoliisyon orani gostermistir ve literatiirle
uygun bulunmustur.

VAP igeren nanopartikiil formiilasyonlarinin dissoliisyon oranlarinda 3. saat
sonunda, NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6 ve NP-7 kodlu formiilasyonlarda
strasiyla, %37.34 + 3.32, %15.53 + 2.17, %20.12 + 3.65, %23.14 + 2.75, %28.51 +
2.63, %30.18 £ 2.87, %32.25 £ 1.20 miktarlarinda dissoliisyon orani gézlemlenmistir
(Bkz. Tablo 5.14.). Bu durum 6. saat sonunda NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6 ve
NP-7 kodlu formiilasyonlar i¢in, sirasiyla %54.26 + 3.45, %26.18 + 3.23, %29.44 +
3.35, %32.53 + 2.93, %36.33 + 6.34, %44.54 + 3.63 ve %50.45 + 4.10 olarak
gbozlemlenmistir. Saf VAP ile karsilastirildiginda tiim formiilasyonlarin uzatilmig
dissoliisyon yaptig1 oldukea aciktir (Bkz. Sekil 5.7-Sekil 5.9).

Sekil 5.7., Sekil 5.8. ve Sekil 5.9.‘a bakildiginda ve ozellikle Sekil 5.9.

incelendiginde 1 ile 6. Saatler arasinda hizli bir dissoliisyon elde edilmistir. Bu durum
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VAP’in nanopartikiil formiilasyonlarin yiizeyine yakin bulunduklari yerlerden daha
hizli salindig1 seklimde yorumlanabilir (Li vd., 2016).

Formiilasyonlarin topikal olarak kullanimi amaclandigindan ilk 24 saatlik
dissoliisyon olduk¢a onemlidir. 24. saat sonunda, NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6
ve NP-7 kodlu formiilasyonlarda sirasiyla, %84.13 + 2.64, %57.93 + 4.43, %65.17 +
2.65, 69.18 £ 3.76, %71.74 + 2.87, %74.76 + 2.46, %80.35 + 5.74 miktarlarinda
dissoliisyon orani gézlemlenmistir (Bkz. Tablo 5.14.). Bu sonuglar dogrultusunda
hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin topikal kullanima uygun oldugu
sOylenebilir.

Tablo 5.14. ve Sekil 5.7-Sekil 5.9. incelendiginde neredeyse tiim zaman
araliklarinda hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarindan VAP dissoliisyon oraninin
NP-1 > NP-7 > NP-6 > NP-5 > NP-4 > NP-3 > NP-2 seklinde oldugu gbézlemlenmistir.
NP-1’in yiizeyinin kitosan ile kaplanmamasi sonucunda daha hizli dissoliisyon elde
edilmistir. Formiilasyon igerikleri incelendiginde NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6 ve
NP-7 kodlu formiilasyonlarin modifikasyonu i¢in sirasiyla %0.2, %0.2, %0.1, %0.05,
%0.025 ve %0.0125 konsantrasyonlarinda kitosan ¢ozeltisi kullanilmistir. Kitosan
modifiye  formiilasyonlar incelendiginde ise kaplama  ¢0zeltisinin  artan
konsantrasyonlar1 ile ters orantili olarak dissoliisyon orani azalmistir ve bu durum

literatiir ile uygun bulunmustur ( Oztiirk vd., 2019).

6.4.5. Dissoliisyon Kinetigi

Dissoliisyon oranlar1 ve kiimiilatif salim profilleri elde edildikten sonra,
dissoliisyon kinetigini belirlenmesi agisindan en Onemli ve popiler dort kriteri
belirlemek i¢in veriler DDSolver programina aktarilmistir. Bu dort kriter Akaike bilgi
kriteri (AIC), korelasyon katsayis1 (r?), diizeltilmis korelasyon katsayisi (ragjusted) Ve
Model se¢me kriteri (MSC) kriter olarak belirlenmistir. Degerlendirmede en yiiksek 12,
Iadjusted, MSC degeri ile en diisiik AIC degeri baz alinmustir. Programda Sifirinci Derece
Kinetik, Birinci Derece Kinetik, Higuchi Modeli, Korsmeyer-Peppas Modeli, Hixson-
Crowell Modeli, Hopfenberg Modeli ve Weibull Modeli incelenmistir (Zhang vd.,
2010).

Sifirinc1 Derece Kinetik (Bkz. Tablo 5.16.), Birinci Derece Kinetik (Bkz. Tablo
5.17.), Higuchi Modeli (Bkz. Tablo 5.18.), Korsmeyer-Peppas Modeli (Bkz. Tablo
5.19.), Hixson-Crowell Modeli (Bkz. Tablo 5.20.), Hopfenberg Modeli (Bkz. Tablo
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5.21.) ve Weibull Modeli (Bkz. Tablo 5.22.) r? degerleri incelendiginde Weibull Modeli
icin elde edilen r? degerinin en yiiksek oldugu belirlenmistir. NP-1, NP-2, NP-3, NP-4,
NP-5, NP-6 ve NP-7 kodlu formiilasyonlarin Weibull Modeli i¢in r?> degerleri sirasiyla
0.982, 0.972, 0.981, 0.980, 0.979,0.986 ve 0.973 olarak elde edilmistir. Bu sonuglara
gore r? degerleri baz alindiginda hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlarinin
Weibull Modele uyum sagladigi sylenebilir.

Tiim formiilasyonlar ve modeller incelendiginde r? degerlerinde oldugu gibi
rzadjusted degerleri Weibull Modeli i¢in yiiksek bulunmustur. NP-1, NP-2, NP-3, NP-4,
NP-5, NP-6 ve NP-7 kodlu formiilasyonlarmm Weibull Modeli igin ragjusted degerleri
strastyla 0.975, 0.963, 0.975, 0.974, 0.972, 0.981 ve 0.964 olarak elde edilmistir. Bu
sonuglara gore rZgjused degerleri baz alindiginda hazirlanan tiim nanopartikiil
formiilasyonlarinin Weibull Modele uyum sagladig: sdylenebilir.

Tiim formiilasyonlar ve modeller incelendiginde r? Ve %ugjusted degerlerinde oldugu
gibi MSC degerleri Weibull Modeli igin yiiksek bulunmustur. NP-1, NP-2, NP-3, NP-
4, NP-5, NP-6 ve NP-7 kodlu formiilasyonlarin Weibull Modeli i¢in MSC degerleri
strastyla 2.785, 2.633, 2.979, 2.925, 2.779, 3.118 ve 2.462 olarak elde edilmistir. Bu
sonuclara gore MSC degerleri baz alindiginda hazirlanan tiim nanopartikiil
formiilasyonlarinin Weibull Modele uyum sagladig: sdylenebilir.

Dissoliisyon kinetigi model se¢iminde en diisiik AIC degerinin 6nemli oldugu
daha dnce belirtilmistir. Tiim formiilasyonlar ve modeller incelendiginde r?, r2gjusted V€
MSC degerleri Weibull Modeli i¢in en yliksek bulunmusken, tam tersi olarak AIC
sonuglar1 ise en diisiik olarak elde edilmistir. NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6 ve
NP-7 kodlu formiilasyonlarin Weibull Modeli i¢in AIC degerleri sirasiyla 50.648,
51.109, 48.564, 49.195, 50.079, 46.510 ve 53.170 olarak elde edilmistir. Bu sonuglara
gore AIC degerleri baz alindiginda hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlariin
Weibull Modele uyum sagladigi sdylenebilir.

Tiim degerlendirme toplu olarak incelendiginde ve en yiiksek 12, agjusted, MSC
degeri ile en diisik AIC degeri baz alindifinda hazirlanan tiim formiilasyonlarin
Weibull Modele uyum sagladigir goriilmektedir. DDSolver programindan alinan
Weibull modeli dissoliisyon Kinetik grafikleri NP-1 (Sekil 5.80.), NP-2 (Sekil 5.81.),
NP-3 (Sekil 5.82.), NP-4 (Sekil 5.83.), NP-5 (Sekil 5.84.), NP-6 (Sekil 5.85.) ve NP-7
(Sekil 5.86.) icin incelendiginde en yiiksek r?, r2agjusted, MSC degeri ile en diisiik AIC

degerini kanitlar nitelikte yiiksek uyumluluk gézlemlenmistir.
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Weibull modeli matriks tipte hazirlanmis nano ilag tasiyici sistemler i¢in oldukga
uygun bir modeldir (Dash vd., 2010; Goldsmith vd., 1978; Langenbucher, 1972). Tiim
kinetik sonuglar1 incelendiginde 12, ragjusted, MSC ve AIC degerleri Weibull modeli icim
en yiiksek bulunmustur fakat, Korsmeyer-Peppas modeli i¢in elde edilen degerler
Weibull modeli kadar yiiksek olmasada yakin olarak elde edilmistir. Farkli bir deyisle
Korsmeyer-Peppas ve Weibull modellerinde yiiksek korelasyon gozlenmistir. PLGA
NP'lerinden ila¢ saliniminin birden fazla modele uyabilecegi daha 6nce bildirilmistir (
Oztiirk ve Kiyan, 2020; Yang vd., 2019).

Korsmeyer-Peppas ve Weibull modellerinde yiiksek korelasyon gozlendigi igin
dissoliisyon kinetiklerini daha fazla aydinlatmak i¢in bazi parametreler incelenmistir.
Ozellikle Korsmeyer-Peppas modelinde 'n' degeri, ilag dissoliisyon mekanizmasimi
gosteren diflizyon {issiidiir. Dissoliisyon mekanizmastyla ilgili olan n degeri farkli
degerler ve araliklarda olabilir. Bu deger ve araliklar su sekilde olabilir; n < 0.5, n=0.5,
0.5<n<1.0,n=1yadan>1.0. Eger n < 0.5 ise ilag tagiyici sistemin yari-fickian
diftizyon mekanizmasi ile dissoliisyon yaptigi, n=0.5 ise ilag tasiyici sistemin fickian
difiizyonu mekanizmasi ile dissoliisyon yaptigi, 0.5 < n < 1.0 ise ila¢ tasiyici sistemin
anomalus (fickian olmayan) diflizyon mekanizmasi ile dissoliisyon yaptigi, n=1 ise ilag
tasiyict sistemin Fickian olmayan durum II mekanizmas: ile dissoliisyon yaptigi ve n >
1.0 1se ila¢ tasiyict sistemin Fickian olmayan siiper durum II mekanizmasi ile
dissoliisyon yaptig literatiirde bildirilmistir (Basak vd., 2006; Oztiirk vd., 2020). NP-1,
NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6 ve NP-7 kodlu formiilasyonlarin i¢in ‘n’ degeri sirastyla
0.318, 0.471, 0.442, 0.407, 0.358, 0.335 ve 0.341 olarak elde edilmistir (Bkz. Tablo
5.19.). Bu durumda bu tez c¢alismasinda hazirlanan tiin  nanopartikiil
formiilasyonlarindna VAP dissollisyonu yari-fickian difiizyon mekanizmas: ile
gerceklestigi sdylenebilir.

Weibull Modeli i¢in '4' degeri, bir ilacin polimerik nanopartikiil matrisi boyunca
tasinma mekanizmasinin bir parametresidir. f < 0.75 degerleri fickian diflizyonunu
gosterirken, 0.75-1 aralifindaki 'f' degerleri fickian difiizyon ve sisme kontrollii
salmimin birlesik mekanizmasini belirtir ( Oztiirk ve Kiyan, 2020; Sorasitthiyanukarn
vd., 2018). NP-1, NP-2, NP-3, NP-4, NP-5, NP-6 ve NP-7 kodlu formiilasyonlarin igin
‘F degeri sirasiyla 0.472, 0.549, 0.535, 0.511, 0.472, 0.453 ve 0.470 olarak elde

edilmistir (Bkz. Tablo 5.19.). Literatiire gore bu tez ¢alismasinda hazirlanan tiin
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nanopartikiil formiilasyonlarindna VAP dissoliisyonu fickian difiizyon mekanizmasi ile
gerceklestigi sdylenebilir.

Sonug olarak, VAP’in nanopartikiillerden salinmas1 agirlikli olarak yalnizca bir
mekanizma tarafindan degil, yari-fickian (saf diflizyon fenomeni) ve fickian
dissoliisyonun (aglar arasindaki polimer zincirinin gevsemesinden dolay1) birlesik bir

mekanizmasi seklinde oldugu sdylenebilir (Yang vd., 2019).

6.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalari
6.5.1 MTT yontemiyle HaCaT hiicrelerinde proliferasyonu artiran
konsantrasyonlarin degerlendirilmesi

MTT deneyi sonuglarma gére, 10, 100 ve 400 pg.mL? Vitamin A
konsantrasyonlari, kontrol grubuna gére HaCaT hiicre canliliginda 24 saatte sirasiyla %
122.59, % 139.14 ve % 102.43 degisiklik gostermistir. 10, 100 ve 400 pg.mL? NP-1
konsantrasyonlari, kontrol grubuna gére HaCaT hiicre canliliginda 24 saatte sirastyla %
84.14, % 49.19 ve % 50.06 degisiklik gdstermistir. 10, 100 ve 400 ug.mL* NP-1 Blank
konsantrasyonlari, kontrol grubuna gére HaCaT hiicre canliliginda 24 saatte sirasiyla %
115.37, % 76.33 ve % 54.77 degisiklik gostermistir. 10, 100 ve 400 pg.mL?* NP-2
konsantrasyonlari, kontrol grubuna gore HaCaT hiicre canlilifinda 24 saatte sirasiyla %
129.49, % 59.73 ve % 50.81 degisiklik gostermistir. 10, 100 ve 400 pg.mL?* NP-2
Blank konsantrasyonlari, kontrol grubuna goére HaCaT hiicre canlilifinda 24 saatte
sirastyla % 132.96, % 124.16 ve % 110.78 artis gostermistir. 10, 100 ve 400 pg.mL™*
NP-3 konsantrasyonlari, kontrol grubuna goére HaCaT hiicre canliliginda 24 saatte
sirastyla % 126.52, % 123.05 ve % 87.11 artis gdstermistir. 10, 100 ve 400 pg.mL* NP-
3 Blank konsantrasyonlari, kontrol grubuna gére HaCaT hiicre canlilifinda 24 saatte
sirastyla % 97.52, % 55.64 ve % 48.08 degisiklik gdstermistir. 10, 100 ve 400 pg.mL™*
NP-4 konsantrasyonlari, kontrol grubuna gére HaCaT hiicre canliliginda 24 saatte
sirasiyla % 69.89, % 68.53 ve % 43.74 degisiklik gostermistir. 10, 100 ve 400 pg.mL™*
NP-4 Blank konsantrasyonlari, kontrol grubuna goére HaCaT hiicre canliliginda 24
saatte sirastyla % 103.35, % 94.42 ve % 65.30 degisiklik gdstermistir. 10, 100 ve 400
pg.mL? NP-5 konsantrasyonlari, kontrol grubuna gére HaCaT hiicre canliliginda 24
saatte sirastyla % 81.18, % 62.95 ve % 57.43 artis gostermistir. 10, 100 ve pg.mL* NP-
5 Blank konsantrasyonlari, kontrol grubuna gére HaCaT hiicre canlilifinda 24 saatte

sirastyla % 115.59, % 101.44 ve % 79.26 artis gdstermistir. 10, 100 ve 400 pg.mL™* NP-
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6 konsantrasyonlari, kontrol grubuna gore HaCaT hiicre canliliginda 24 saatte sirasiyla
% 129.26, % 108.27 ve % 78.18 artis gostermistir. 10, 100 ve 400 pg.mL* NP-6 Blank
konsantrasyonlari, kontrol grubuna gére HaCaT hiicre canliliginda 24 saatte sirasiyla %
86.81, % 71.10 ve % 73.62 artis gostermistir. 10, 100 ve 400 pg.mL? NP-7
konsantrasyonlari, kontrol grubuna gére HaCaT hiicre canliliginda 24 saatte sirasiyla %
138.49, % 122.30 ve % 86.33 artis gdstermistir. 10, 100 ve 400 ug.mL™ NP-7 Blank
konsantrasyonlari, kontrol grubuna gére HaCaT hiicre canliliginda 24 saatte sirasiyla %

112.47, % 79.50 ve % 72.66 artis gostermistir.

6.6. Nanopartikiillerin Yara Iyilestirici Etkilerin Belirlenmesi

Yaptigimiz yara iyilestirme calismasinda HaCat hiicreleri kullanilmistir. 5x10*
yogunlukta, bariyer iceren 96-kuyucuklu 6zel plakaya ekilmistir. Plakalar, 24 saat
hiicrelerin yapismasi i¢in inkiibatorde bekletilmistir. Siire sonunda bariyerler tarak
yardimryla hiicrelerden alinmis ve mevcut besiyeri, 10 ve 100 pg.mL* VAP, 10 pg.mL"
1 VAP iceren NP-3, NP-6 ve NP-7 ve ¢oziicii kontroliinii igeren 100 pl besiyeri
icerisinde 24 saat inkiibasyona birakilmustir. 0. saatte kontrol %100, 24 saatin sonunda
%117.76 olarak belirlenmistir. Sirastyla 0. saatte VAP (10 pg.mL™?) % 150.67, VAP
(100 pg.mL?) %170.85, NP-3 (10 pg.mL™?) %176.59, NP-6 (10 pg.mL™?) %179.03,
NP-7 (10 pg.mL™?) % 206.57 degisiklik gdstermistir. Calismadan elde edilen sonug
VAP’1n yara iyilesmede etkili olmas1 ve olumlu sonug géstermesidir. En etkili grup NP-
7 olarak belirlenmistir.

Yapilan bir in vitro ¢alismada kiiltiirlenmis SV40 ile insan kornea epitel hiicreleri
(HCE-T) iizerinde caligmamiza benzer dogrusal ¢izik yaralari yapilmis ve hiicreler
farkli konsantrasyonlarda olan retinoik asitle formiile edilmis nanoformiilasyona maruz
birakilmigtir. Cizik yarasinin kapanma derecesi yara iyilesmesi belirlemistir. 24 saat
sonraki gozlemde yarali bolgenin azaldig1 goriilmiistiir. Maksimum etki 33 mM'lik bir
konsantrasyonda ortaya c¢ikmistir. Ortaya ¢ikan sonu¢ ise retinoik  asitli
nanoformiilasyonun yara iyilesmesinde oldukga etkili olmasidir (Hattori vd., 2012).

Yapilan diger bir caligmada bitki 6zlerinden elde edilen maddeler (polisakkarit ve
prosiyanid) HaCat keratinosit hiicrelerinde test edilmisdir. 9 ve 3 giinliik inkiibasyondan
sonra hiicreler toplanmis ve sodyum fosfat tamponu pH 6.8’ de ii¢ kez ultrasonik
1sinlanma ile pargalandiktan sonra santrifiijlenmistir. Sonug olarak yara iyilesmesi ve

hiicre proliferasyonunda iyi bir artis goriilmiistiir (Houghton vd., 2005).
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Benzer bir calismada kitosanin keratinosit ve fibroblast hiicrelerinde yara
iyilestirme etkisinin olup olmadigina bakilmistir. Deneylerde HaCat ve NIH3T3
hiicreleri kullanilmigtir. Kitosanin Scratch (¢izme) testi analizinde HaCat hiicre goci
tizerindeki etkisine bakilmistir ve ¢alismanin sonunda diisiik molekiiler agirlikli
kitosanin yara iyilestirme ve in vitro proliferasyonda etkili oldugu bulunmustur (Merve,

2019).
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7. SONUC

Yeni bir ilag etkin maddesinin gelistirilmesi sadece zaman alic1 ve pahali degildir,
ayn1 zamanda genellikle basarisiz olan bir islemdir. Bununla birlikte, klinikte kullanilan
ilaglarin biyoyararlanimini, etkinligini, giivenligini artirmak veya nanopartikiiller gibi
cesitli yontemlerle hedeflemek, klinikte kullanmanin daha etkili bir yolu olabilir. Ek
olarak, nanopartikiil formiilasyonlart modern tibbi tedavilerde giderek daha popiiler hale
gelmektedir. Bu tez c¢alismasinda Vitamin A palmitat yiiklii PLGA ve kitosan kapli
PLGA nanopartikiilleri hazirlanmis ve karakterize edilmistir. Vitamin A palmitat yiikli
nanopartikiillerin parcacik boyutu 196.33 £ 0.65 ile 669.23 + 5.49 nm arasinda elde
edilmistir. Kitosan ¢ozeltisinin kullanildigi formiilasyonlarda kitosan konsantrasyonun
azalmasi ile parcacik boyutu degeri diistiigii belirlenmistir. Pargcacik boyutu dagilimi
(PDI) verileri ise tiim nanopartikiillerin kaliteli ve monodispers olarak hazirlandigini
kanitlamigtir. Blank-NP-1 ve NP-1 kodlu PLGA nanopartikiil formiilasyonlarinin zeta
potansiyel degerli negatif olarak elde edilmisken, diger nanopartikiillerde pozitif zeta
potansiyel elde edilmistir. Elde edilen bu pozitif zeta potansiyel sonuclari, kitosanda
bulunan amino gruplarimin bir sonucudur ve PLGA nanopartikiillerinin kitosan
tarafindan yeterince kaplandigini gostermistir. Vitamin A palmitat’in su fazina diistik
ilgisi ve dolayisiyla organik faza go¢ etme egiliminde olan lipofilik yapisindan dolay1
yiiksek enkapsiilasyon etkinligi elde edilmis ve kapsiilleme verimliligi %74.69-85.18
araliginda elde edilmistir. Nanopartkiillerin in vitro dissoliisyon ¢alismalari, ilk 1 ile 6.
saatler arasinda hizli dissoliisyon gozlenmis fakat hizli dissoliisyon sonrast Vitamin A
palmitat dissoliisyonu uzatilmis bir sekilde olmustur. DDSolver ile elde edilen sonuglar
dogrultusunda dissoliisyon kinetiklerini agirlikli olarak yalnizca tek bir mekanizma
tarafindan degil, Fickian ve Fickian olmayan birlesik bir mekanizma tarafindan
yonetildigi sonucuna ulasilmistir. Hiicre kiiltlirii ¢aligmas1 ve yara iyilestirici etkinlik
caligmalar1 sonucunda NP-7’nin en etkili oldugu belirlenmistir. Bunun sebebinin NP-7
kodlu formiilaasyonun en diisiik pargacik boyutuna sahip kitosan kapli PLGA
nanopartikiilii olmasindan kaynaklandigi diisliniilmiis ve nanopartikiil yapis1 ile Vitamin
A palmitat’in etkinliginin arttirtldigi sonucuna varimistir. Sonug olarak, Vitamin A
palmitat yiiklii nanopartikiil yapist ile diisiik doz yiiksek yara iyilestirme aktivitesi
bulunmustur. Hazirlanan nanopartikiiller ile kozmetik ve topikal kullanim

amaglandigindan c¢alismanin ileriki agamalarinda 6zellikle NP-7 kodlu formiilasyonun
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yart kati tastyici bir sisteme eklenmesi, karakterizasyon ve etkinlik c¢alismalari

planlanmaktadir.

144



KAYNAKCA

A. Alper Oztiirk. (2018). Kozmetiklere Yeni Bir Bakis: Nanokozmetikler — OTC News.

Abouelmagd, S. A., Sun, B., Chang, A. C.,, Ku, Y. J., & Yeo, Y. (2015). Release

kinetics  study of poorly water-soluble drugs from nanoparticles: Are we doing it

right? Molecular Pharmaceutics, 12(3), 997-1003.

Ajazzuddin, M., ... G. J.-R. P. on, & 2015, undefined. (2015). Nanocosmetics: Past,
present and future trends. Ingentaconnect.Com, 5, 3-11.

Akagi, T., Baba, M., Nanomedicine, M. A.-P. in, & 2011, U. (2011). Biodegradable
nanoparticles as vaccine adjuvants and delivery systems: regulation of immune
responses by nanoparticle-based vaccine. Springer, 247, 31-64.

Algahtani, M. S., Ahmad, M. Z., & Ahmad, J. (2020). Nanoemulgel for Improved
Topical Delivery of Retinyl Palmitate: Formulation Design and Stability
Evaluation. Nanomaterials 2020, Vol. 10, Page 848, 10(5), 848.

Almoustafa, H., Alshawsh, M., Of, Z. C.-I. journal, & 2017, U. (2017). Technical
aspects of preparing PEG-PLGA nanoparticles as carrier for chemotherapeutic
agents by nanoprecipitation method. Elsevier, 533(1), 533(1), 275-284.

Amgoth, C., Phan, C., ... M. B.-R. of N. D., & 2019, U. (2019). Polymer properties:
Functionalization and surface modified nanoparticles. Intechopen.Com.

Araviiskaia, E., & Dréno, B. (2016). The role of topical dermocosmetics in acne
vulgaris. Journal of the European Academy of Dermatology and Venereology,
30(6), 926-935.

Argimén, M., Romero, M., ... P. M.-J. of the B., & 2017, U. (2017). Development and
characterization of vitamin a-loaded solid lipid nanoparticles for topical
application. SciELO Brasil.

Astete, C. E., & Sabliov, C. M. (2006). Synthesis and characterization of PLGA
nanoparticles. Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition, 17(3), 247-2809.

Babamiri, K., Journal, R. N.-A. S., 2010, U. (2010). Cosmeceuticals: the evidence
behind the retinoids. Academic.Oup.Com, 30(1), 74-77.

Banerjee, (2017)2017, U. (2017). Nanocosmetics: The good, the bad and the beautiful.
Academia.Edu.

Basak, S. C., Reddy, B. M. J., & Mani, K. P. L. (2006). Formulation and release
behaviour of sustained release ambroxol hydrochloride HPMC matrix tablet.

Indian Journal of Pharmaceutical Sciences, 68(5), 594-598.

145



Battaglia, L., & Ugazio, E. (2019). Lipid nano-and microparticles: an overview of
patent-related research. Journal of Nanomaterials, 2019.

Bernauer, U., Bodin, L., Celleno, L., Chaudhry, Q., Jan Coenraads, P., Dusinska, M.,
Duus-Johansen, J., Ezendam, J., Gaffet, E., & Lodovico Galli, C. (2016). Scientific
Committee on Consumer Safety SCCS Opinion on Vitamin A (Retinol, Retinyl
Acetate, Retinyl Palmitate). Scientific Committee on Consumer Safety SCCS
Opinion On Vitamin A.

Borman, P., & Elder, D. (2017). Q2 (R1) validation of analytical procedures. ICH
Quality Guidelines, 127-166.

Brandt, F., Cazzaniga, A., Cutaneous, M. H.-S. in, & 2011, U. (2011). Cosmeceuticals:
current trends and market analysis. Cdn.Mdedge.Com, 141-143.

Burnett, M. E., & Wang, S. Q. (2011). Current sunscreen controversies: A critical
review. Photodermatology Photoimmunology and Photomedicine, 27(2), 58-67.

Biiylikkéroglu, G., Senel, B., Basaran, E., Yenilmez, E., & Yazan, Y. (2016).
Preparation and in vitro evaluation of vaginal formulations including siRNA and
paclitaxel-loaded SLNs for cervical cancer. European Journal of Pharmaceutics
and Biopharmaceutics, 109, 174-183.

Cafiadas, C., Alvarado, H., Calpena, A. C., Silva, A. M., Souto, E. B., Garcia, M. L., &
Abrego, G. (2016). In vitro, ex vivo and in vivo characterization of PLGA
nanoparticles loading pranoprofen for ocular administration. International Journal
of Pharmaceutics, 511(2), 719-727.

Chapman, M. S. 2012. (2012). Vitamin a: history, current uses, and controversies.
Cdn.Mdedge.Com, 31(1), 11-16.

Chen, H., Yang, W., Chen, H., Liu, L., Gao, F., Yang, X., Jiang, Q., Zhang, Q., &
Wang, Y. (2009). Surface modification of Mitoxantrone-loaded PLGA
nanospheres with chitosan. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 73(2), 212—
218.

Cohen-Sela, E., Chorny, M., ... N. K.-J. of controlled, & 2009, U. (2009). A new
double emulsion solvent diffusion technique for encapsulating hydrophilic
molecules in PLGA nanoparticles. Elsevier, 90-95.

Colson, Y. L., Grinstaff, M. W., Colson, Y. L., & Grinstaff, M. W. (2012). Biologically
responsive polymeric nanoparticles for drug delivery. Wiley Online Library,
24(28), 3878-3886.

146



Crucho, C., C, M. B.-M. S. and E., & 2017, U. (2017). Polymeric nanoparticles: A
study on the preparation variables and characterization methods. Elsevier, 80, 771—
784.

Crucho, C. 1., & 2015, U. (2015). Stimuli-responsive polymeric nanoparticles for
nanomedicine. Wiley Online Library, 24-38.

Danhier, F., Ansorena, E., Silva, J., ... R. C.-J. of controlled, & 2012, U. (2012).
PLGA-based nanoparticles: an overview of biomedical applications. Elsevier,
161(2), 505-522.

Darlenski, R., Surber, C., & Fluhr, J. W. (2010). Topical retinoids in the management of
photodamaged skin: From theory to evidence-based practical approach. British
Journal of Dermatology, 163(6), 1157-1165.

Dash, S., Murthy, P. N., Nath, L., & Chowdhury, P. (2010). Kinetic modeling on drug
release from controlled drug delivery systems. Acta Pol Pharm, 67(3), 217-223.

Davydova, N., Stippler, E., Jin, P., & Giancaspro, G. (2010). Development and
validation of a dissolution test method for vitamin A in dietary supplement tablets.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 53(3), 295-301.

Dreno, B., Araviiskaia, E., Berardesca, E., Bieber, T., Hawk, J., Sanchez-Viera, M., &
Wolkenstein, P. (2014). The science of dermocosmetics and its role in
dermatology. Wiley Online Library, 28(11), 1409-1417.

Duran-Lobato, M., Martin-Banderas, L., Gongalves, L. M. D., Fernandez-Arévalo, M.,
& Almeida, A. J. (2015). Comparative study of chitosan- and PEG-coated lipid and
PLGA nanoparticles as oral delivery systems for cannabinoids. Journal of
Nanoparticle Research, 17(2), 1-17.

Dureja, H., Kaushik, D., Gupta, M., Pharmacology, V. K.-... of, 2005, U. (2005).
Cosmeceuticals: An emerging concept. 1jp-Online.Com, 37(3), 155.

Ekambaram, P., & Abdul Hasan Sathali, A. (2011). Formulation and Evaluation of
Solid Lipid Nanoparticles of Ramipril. Journal of Young Pharmacists, 3(3), 216—
220.

Emami, J., Mohiti, H., Hamishehkar, H., & Varshosaz, J. (2015). Formulation and
optimization of solid lipid nanoparticle formulation for pulmonary delivery of
budesonide using Taguchi and Box-Behnken design. Research in Pharmaceutical
Sciences, 10(1), 17.

Fahami, A., & Fathi, M. (2018). Development of cress seed mucilage/PVA nanofibers

147



as a novel carrier for vitamin A delivery. Food Hydrocolloids, 81, 31-38.

Farooq, U., Mahmood, T., Shahzad, Y., Yousaf, A. M., & Akhtar, N. (2018).
Comparative efficacy of two anti-aging products containing retinyl palmitate in
healthy human volunteers. Journal of Cosmetic Dermatology, 17(3), 454-460.

Ganceviciene, R., Liakou, A. I., Theodoridis, A., Makrantonaki, E., & Zouboulis, C. C.
(2012). Skin anti-aging strategies.

Gaspar, L. R., Tharmann, J., Maia Campos, P. M. B. G., & Liebsch, M. (2013). Skin
phototoxicity of cosmetic formulations containing photounstable and photostable
UV-filters and vitamin A palmitate. Toxicology in Vitro, 27(1), 418-425.

Gelperina, S., Kisich, K., ... M. L-A. journal of, & 2005, undefined. (2005). The
potential advantages of nanoparticle drug delivery systems in chemotherapy of
tuberculosis. Atsjournals.Org, 172(12), 1487-1490.

Goldsmith, J. A., Randall, N., & ROSS, S. D. (1978). On methods of expressing
dissolution rate data. Journal of Pharmacy and Pharmacology, 30(1), 347—-349.
Grenha, A. (2012). Chitosan nanoparticles: A survey of preparation methods. Journal of

Drug Targeting, 20(4), 291-300.

Hameed, A., Fatima, G., Malik, K., ... A. M.-J. of M., & 2019, U. (2019). Scope of
nanotechnology in cosmetics: dermatology and skin care products.
Jmchemsci.Com, 2(2), 9-16.

Hattori, M., Shimizu, K., Katsumura, K., Oku, H., Sano, Y., Matsumoto, K.,
Yamaguchi, Y., & lkeda, T. (2012). Effects of all-trans retinoic acid nanoparticles
on corneal epithelial wound healing. Graefe's Archive for Clinical and
Experimental Ophthalmology, 250(4), 557-563.

Heng, D., Cutler, D. J., Chan, H. K., Yun, J., & Raper, J. A. (2008). What is a suitable
dissolution method for drug nanoparticles? Pharmaceutical Research, 25(7),
1696-1701.

Houghton, P. J., Hylands, P. J., Mensah, A. Y., Hensel, A., & Deters, A. M. (2005). In
vitro tests and ethnopharmacological investigations: Wound healing as an example.
Journal of Ethnopharmacology, 100(1-2), 100-107.

Hubbard, B. A., Unger, J. G., & Rohrich, R. J. (2014). Reversal of skin aging with
topical retinoids. Plastic and Reconstructive Surgery, 133(4).

Hulkower, K. I., & Herber, R. L. (2011). Cell Migration and Invasion Assays as Tools
for Drug Discovery. Pharmaceutics 2011, 3(1), 107-124.

148



Jeswani, G., Paul, S., Nanocosmetics, L. C.-, & 2019, U. (2019). Safety and Toxicity
Counts of Nanocosmetics. Springer, 299-335.

Jung, T., Breitenbach, A., & Kissel, T. (2000). Siilfobiitillenmis poli (vinil alkol)-graft-
poli (laktid-ko-glikolid) s, kiigiik, negatif yiiklii biyolojik olarak bozunabilir
nanokiirelerin hazirlanmasini kolaylastirir. Kontrollii Salim Dergisi, 67(2-2), 67(2-
3), 157-169.

Kaul, S., Gulati, N., Verma, D., Mukherjee, S., & Nagaich, U. (2018). Role of
nanotechnology in  cosmeceuticals: a review of recent advances.
Downloads.Hindawi.Com.

Kaya-Tilki, E., Dikmen, M., & Oztiirk, Y. (2016). Effects of DNMT and HDAC
inhibitors (RG108 and trichostatin a) on NGF-induced Neurite outgrowth and
cellular migration. International Journal of Pharmacology, 12(4), 351-360.

Khaledi, S., Jafari, S., Hamidi, S., ... O. M.-J. of B., & 2020, undefined. (2020).
Preparation and characterization of PLGA-PEG-PLGA polymeric nanoparticles for
co-delivery of 5-Fluorouracil and Chrysin. Taylor & Francis, 31(9), 1107-1126.

Khater, D., Nsairat, H., Odeh, F., Saleh, M., Jaber, A., Alshaer, W., Al Bawab, A.,
Mubarak, M. S., & Jo, A. J. (2021). Design, Preparation, and Characterization of
Effective Dermal and Transdermal Lipid Nanoparticles: A Review. Mdpi.Com,
8(2).

Langenbucher, F. (1972). Letters to the Editor: Linearization of dissolution rate curves
by the Weibull distribution. Journal of Pharmacy and Pharmacology, 24(12), 979-
981.

Li, H.,, Wang, M., Williams, G. R., Wu, J., Sun, X., Lv, Y., & Zhu, L. M. (2016).
Electrospun gelatin nanofibers loaded with vitamins A and E as antibacterial
wound dressing materials. RSC Advances, 6(55), 50267-50277.

Lima, I. A. de, Khalil, N. M., Tominaga, T. T., Lechanteur, A., Sarmento, B., &
Mainardes, R. M. (2018). Mucoadhesive chitosan-coated PLGA nanoparticles for
oral delivery of ferulic acid.

Lu, B., Lv, X., Polymers, Y. L.-, & 2019, U. (2019). Chitosan-modified PLGA
nanoparticles for control-released drug delivery. Mdpi.Com, 11(2), 304.

Mahalingam, M., & Krishnamoorthy, K. (2015). Selection of a Suitable Method for the
Preparation of Polymeric Nanoparticles: Multi-Criteria Decision Making

Approach. Advanced Pharmaceutical Bulletin, 5(1), 57.

149



Makadia, H., Polymers, S. S.-, & 2011, undefined. (2011). Poly lactic-co-glycolic acid
(PLGA) as biodegradable controlled drug delivery carrier. Mdpi.Com, 3, 1377—
1397.

Manela-Azulay, M., Dermatology, E. B.-C. in, & 2009, U. (2009). Cosmeceuticals
vitamins. Elsevier, 469-474.

Martin-Banderas, L., Alvarez-Fuentes, J., Duran-Lobato, M., Prados, J., Melguizo, C.,
Fernandez-Arévalo, M., & Holgado, M. A. (2012). Cannabinoid derivate-loaded
PLGA nanocarriers for oral administration: formulation, characterization, and
cytotoxicity studies. International Journal of Nanomedicine, 7, 5793.

Maruthi, G., Smith, A. A., & Manavalan, R. (2011). 41. Maruthi, G., Smith, A. A., &
Manavalan, R. (2011)

Mendez, A. S. L., Steppe, M., & Schapoval, E. E. S. (2003). Validation of HPLC and
UV spectrophotometric methods for the determination of meropenem in
pharmaceutical dosage form. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
33(5), 947-954.

Merve, H. (2019). Kitozamin Keratinositler Uzerine Etkisinin 3-Boyutlu Deri Hiicre
Kiiltiirii Modelinde Arastirtimasi.

Moritz, M., Med, M. G.-M.-A. C. E., & 2015, U. (2015). Recent developments in the
application of polymeric nanoparticles as drug carriers. Dbc.Wroc.PI, 24(5), 749-
758.

Mudshinge, S., Deore, A., Journal, S. P.-... pharmaceutical, & 2011, U. (2011).
Nanoparticles: emerging carriers for drug delivery. Elsevier, 129-141,

Miiller, R. H., Mider, K., & Gohla, S. (2000). Solid lipid nanoparticles (SLN) for
controlled drug delivery — a review of the state of the art. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 50(1), 161-177.

Murakami, H., Kobayashi, M., ... H. T.-l. journal of, & 1999, U. (1999). Preparation of
poly (DL-lactide-co-glycolide) nanoparticles by modified spontaneous
emulsification solvent diffusion method. Elsevier, 187(2), 187(2), 143-152.

Nagarwal, R., Kant, S., Singh, P., ... P. M.-J. of C., & 2009, U. (2009). Polymeric
nanoparticulate system: a potential approach for ocular drug delivery. Elsevier,
136(1), 136(1), 2-13.

Nagavarma, B., Yadav, H., ... A. A-A. J. P. C,, & 2012, U. (2012). Different
techniques for preparation of polymeric nanoparticles-a review 16-23.

150



Nagpal, K., Singh, S., Pharmaceutical, D. M.-C. and, & 2010, U. (2010). Chitosan
nanoparticles: a promising system in novel drug delivery. Jstage.Jst.Go.Jp, 58(11).

Nasir, A., Kausar, A., & Younus, A. (2015). A Review on Preparation, Properties and
Applications of Polymeric Nanoparticle-Based Materials.

Oztiirk, A. A. (2017). Deksketoprofen Trometamol Yiiklii Kontrollii Salim Gosteren
Nanoboyutta lIla¢ Taswict  Sistem  Gelistirilmesi  ve in  Vitro/In  Vivo
Degerlendirilmesi - ProQuest.

Oztiirk, A. Alper, Aygiil, A., & Senel, B. (2019). Influence of glyceryl behenate,
tripalmitin and stearic acid on the properties of clarithromycin incorporated solid
lipid nanoparticles (SLNs): Formulation, characterization, antibacterial activity and
cytotoxicity. Journal of Drug Delivery Science and Technology, 54, 101240.

Oztiirk, A. Alper, & Kiyan, H. T. (2020). Treatment of oxidative stress-induced pain
and inflammation with dexketoprofen trometamol loaded different molecular
weight chitosan nanoparticles: Formulation, characterization and anti-
inflammatory activity by using in vivo HET-CAM assay. Microvascular Research,
128, 103961.

Oztiirk, A. Alper, Naml, 1., Giile¢, K., & Kiyan, H. T. (2020). Diclofenac sodium
loaded PLGA nanoparticles for inflammatory diseases with high anti-inflammatory
properties at low dose: Formulation, characterization and in vivo HET-CAM
analysis. Microvascular Research, 130, 103991.

Oztiirk, A. Alper, Yenilmez, E., & Ozarda, M. G. (2019). Clarithromycin-loaded poly
(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanoparticles for oral administration: Effect of
polymer molecularweight and surface modification with chitosan on formulation,
nanoparticle characterization and antibacterial Effects. Polymers, 11(10).

Oztiirk, A.A., Yenilmez, E., & Yazan, Y. (2019). Dexketoprofen trometamol-loaded
eudragit® rl 100 nanoparticle formulation, characterization and release kinetics.
Acta Pharmaceutica Sciencia, 57(1).

Oztiirk, A Alper, Banderas, L. M., Cayero Otero, M. D., Yenilmez, E., & Yazan, Y.
(2018). New Approach to Hypertension Treatment: Carvediol-Loaded PLGA
Nanoparticles, Preparation, In Vitro Characterization and Gastrointestinal Stability.
Lat. Am. J. Pharm, 37(9), 1730-1771.

Panyam, J., Sahoo, S., Prabha, S., ... T. B.-l. journal of, & 2003, U. (2003).
Fluorescence and electron microscopy probes for cellular and tissue uptake of poly

151



(D, L-lactide-co-glycolide) nanoparticles. Elsevier, 262(1-2), 1-11.

Parikh, J. K., Vallabhbhai, S., Engineer, C., Parikh, J., & Raval, A. (2011). Review on
hydrolytic degradation behavior of biodegradable polymers from controlled drug
delivery system. Researchgate.Net, 25(2), 79-85.

Parveen, S., & Sahoo, S. K. (2008). Polymeric nanoparticles for cancer therapy. Journal
of Drug Targeting, 16(2), 108-123.

Polcz, M. E., & Barbul, A. (2019). The Role of Vitamin A in Wound Healing. Nutrition
in Clinical Practice, 34(5), 695-700.

Pople, P. V., & Singh, K. K. (2014). Development and evaluation of topical formulation
containing solid lipid nanoparticles of vitamin A. AAPS PharmSciTech 2006 7:4,
7(4), E63-E69.

Raj, S., Jose, S., Sumod, U., ... M. S. pharmacy & bioallied, & 2012, U. (2012).
Nanotechnology in cosmetics: Opportunities and challenges. Ncbi.NIm.Nih.Gov,
4(3): 186-193.

Rao, J., Science, K. G.-P. in polymer, & 2011, U. (2011). Polymer nanoparticles:
preparation techniques and size-control parameters. Elsevier, 887-913.

Reis, C., Neufeld, R., Ribeiro, A., Nanotechnology, F. V.-:, And, B., & 2006, U. (2006).
Nanoencapsulation 1. Methods for preparation of drug-loaded polymeric
nanoparticles. Elsevier, 2(1), 8-21.

Riahi, R., Bush, A., Dermatology, P. C.-A. journal of clinical, & 2016, U. (2016).
Topical retinoids: therapeutic mechanisms in the treatment of photodamaged skin.
Springer, 17(3), 265-276.

Rivas, C. J. M. (2017). Rivas, C. J. M., Tarhini, M., Badri, W., Miladi,... - Google
Akademik.

Salem, H. F., Kharshoum, R. M., Awad, S. M., Mostafa, M. A., & Abou-Taleb, H. A.
(2021). Tailoring of retinyl palmitate-based ethosomal hydrogel as a novel
nanoplatform for acne vulgaris management: Fabrication, optimization, and
clinical evaluation employing a split-face comparative study. International Journal
of Nanomedicine, 16, 4251.

Shahidi, F., Foods, Y. Z.-J. of functional, & 2015, U. (2015). Measurement of
antioxidant activity. Elsevier, 18, 757-781.

Shariatinia 2019. (2019). Pharmaceutical applications of chitosan. Elsevier, Volume
263, 263, 131-194.

152



Shen, J., & Burgess, D. J. (2013). In vitro dissolution testing strategies for
nanoparticulate drug delivery systems: Recent developments and challenges. Drug
Delivery and Translational Research, 3(5), 409-415.

Silva-Buzanello, R. da, Ferro, A., Chemistry, E. B.-F., & 2015, U. (2015). Validation of
an Ultraviolet—visible (UV—-Vis) technique for the quantitative determination of
curcumin in poly (I-lactic acid) nanoparticles. Elsevier, 172, 99-104.

Silva, S., Ferreira, M., Oliveira, A. S., Magalhaes, C., Sousa, M. E., Pinto, M., Sousa
Lobo, J. M., & Almeida, I. F. (2019). Evolution of the use of antioxidants in anti-
ageing cosmetics. International Journal of Cosmetic Science, 41(4), 378-386.

Soppimath, K., Aminabhavi, T., ... A. K.-J. of controlled, & 2001, U. (2001).
Biodegradable polymeric nanoparticles as drug delivery devices. Elsevier, 70(1-2),
70(1-2), 1-20.

Soppimath, K. S., Aminabhavi, T. M., Kulkarni, A. R., & Rudzinski, W. E. (2001).
Biodegradable polymeric nanoparticles as drug delivery devices. Journal of
Controlled Release, 70(1-2), 1-20.

Sorasitthiyanukarn, F. N., Muangnoi, C., Ratnatilaka Na Bhuket, P., Rojsitthisak, P., &
Rojsitthisak, P. (2018). Chitosan/alginate nanoparticles as a promising approach
for oral delivery of curcumin diglutaric acid for cancer treatment. Materials
Science and Engineering: C, 93, 178-190.

Tantra, R., Schulze, P., & Quincey, P. (2010). Effect of nanoparticle concentration on
zeta-potential measurement results and reproducibility. Particuology, 8(3), 279—
285.

Tarhini, M., Benlyamani, I., Hamdani, S., Agusti, G., Materials, H. F.-, & 2018, U.
(2018). Protein-based nanoparticle preparation via nanoprecipitation method.
Mdpi.Com, 11(3),394.

Thioune, O., Fessi, H., ... J. D.-l. journal of, & 1997, U. (1997). Preparation of
pseudolatex by nanoprecipitation: influence of the solvent nature on intrinsic
viscosity and interaction constant. Elsevier, 146(2), 146(2), 233-238.

Tsai, T., Dermatology, B. H.-M. I., & 2008, U. (2008). Cosmeceutical agents: a
comprehensive review of the literature. Triggered.Edina.Clockss.Org.

Vaishali, K., Ashwini, C., Kshitija, D., & Digambar, N. (2013). Cosmeceuticals an
emerging concept: A comprehensive Review. Citeseer, 308-316.

Vauthier, C., & Bouchemal, K. (2009). Methods for the Preparation and Manufacture of

153



Polymeric Nanoparticles. Pharmaceutical Research, 26(5), 1025-1058.

Wang, W., Meng, Q., Li, Q., Liu, J., Zhou, M., Jin, Z., & Zhao, K. (2020). Chitosan
Derivatives and Their Application in Biomedicine. International Journal of
Molecular Sciences 2020, 21(2), 487.

Wang, Y., Li, P.,, & Kong, L. (2013). Chitosan-modified PLGA nanoparticles with
versatile surface for improved drug delivery. AAPS PharmSciTech, 14(2), 585—
592.

Yang, H., Li, J., Patel, S. K., Palmer, K. E., Devlin, B., & Rohan, L. C. (2019). Design
of poly (lactic-co-glycolic acid)(PLGA) nanoparticles for vaginal co-delivery of
griffithsin and dapivirine and their synergistic effect for HIV prophylaxis.
Pharmaceutics, 11(4), 184.

Zasada, M., Allergology, E. B.-A. in D. and, & 2019, U. (2019). Retinoids: Active
molecules influencing skin structure formation in cosmetic and dermatological
treatments. Ncbi.NIm.Nih.Gov, 36(4), 392.

Zhang, J., Xia, W., Liu, P., Cheng, Q., Tahi, T., Gu, W., Drugs, B. L.-M., & 2010, U.
(2010). Chitosan modification and pharmaceutical/biomedical applications.
Mdpi.Com, 8, 8(7)..

Zhang, M. M., Liu, Y. G,, Li, T. T., Xu, W. H., Zheng, B. H., Tan, X. F., Wang, H.,
Guo, Y. M., Guo, F. Y., & Wang, S. F. (2015). Chitosan modification of magnetic
biochar produced from Eichhornia crassipes for enhanced sorption of Cr( vi ) from
aqueous solution. RSC Advances, 5(58), 46955-46964.

Zhang, Y., Huo, M., Zhou, J., Zou, A., Li, W., Yao, C., & Xie, S. (2010). DDSolver: An
add-in program for modeling and comparison of drug dissolution profiles. AAPS
Journal, 12(3), 263-271.

Zhong, Y., Meng, F., Deng, C., Biomacromolecules, Z. Z.-, & 2014, undefined. (2014).
Ligand-directed active tumor-targeting polymeric nanoparticles for cancer
chemotherapy. ACS Publications, 15(6), 1955-1969.

Zinder, R., & Vlad, L. (2019). Vitamin A and wound healing. Wiley Online Library,
34(6), 839-849.

http- 1 :  https://www.begonya.com/retinol-iceren-tum-kremler (Erisim tarihi
23.02.2022).

154


https://www.begonya.com/retinol-iceren-tum-kremler

155



