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OZET

ANTIOKSIDAN VE ANTIINFLAMATUVAR ETKILI KITOSAN BAZLI JELLERIN
HAZIRLANMASI, KARAKTERIZASYONU VE HET-CAM ILE ANTI
INFLAMATUVAR POTANSIYELLERININ BELIRLENMESI

Nurlan ISMAILOVI
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2022
Danisman: Dog. Dr. A. Alper OZTURK

Kitosan jeli antiinflamatuvar ve antioksidan ajan olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Tirkiye florasi igin endemik bitki olan Helichrysum pamphylicum,
diger Helichrysum tiirleri gibi flavanoitler ve floroglusinol tiirevleri basta olmakla fenolik
bilesikler —agisindan olduk¢a zengindir. Fenolik bilesiklerin, antioksidan,
antiinflamatuvar, antitiimor ve antimikrobiyal etki gibi 6zellikleri dahil birgok fizyolojik
etkileri bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda Helichrysum pamphylicum Davis et Kupicha
tiirline ait toprak iistii kisimlardan elde edilen metanol ekstresini igeren kitosan bazli jel
formiilasyonu basar1 ile hazirlanmis ve karakterize edilmistir. Antioksidan aktivite
sonuglarina gore hazirlanmis formiilasyon belirgin bir sekilde DPPH serbest radikal
stiptiriicii, ABTS®" katyon renksizlestirici ve Metal selatlayic1 antioksidan aktivite
gosterirken zayif rediikleyici antioksidan potansiyel gostermistir. Kitosan jeli ve H.
Pamphylicum metanol ekstresinin sinerjistik etki ile kuvvetli antiinflamatuvar etki
gosterdigi HET-CAM yontemi kullanilarak belirlenmistir. Sonug olarak bu calismada
hem antioksidan hem de antiinflamatuvar tedavide kullanilabilecek Helichrysum
pamphylicum metanol ekstresi i¢eren kitosan bazli jellerin basarili bir sekilde formiile

edilip karakterize edildigi sOylenebilir.

Anahtar Sozciikler: H. pamphylicum, Kitosan, Antioksidan, Antiinflamatuvar,
HET-CAM.



ABSTRACT

PREPARATION AND CHARACTERISATION OF CHITOSAN-BASED GELS
WITH ANTIOXIDANT AND ANTI-IMFLAMMATORY EFFECTS AND
DETERMINATION OF THEIR ANTI-IMFLAMMATORY POTENTIAL WITH
HET-CAM

Nurlan ISMAILOVI
Department of Pharmaceutical Technology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2022
Supervisor: Assot. Prof. Dr. A. Alper OZTURK

Chitosan gel is widely used as an anti-inflammatory and antioxidant agent.
Helichrysum pamphylicum, which is an endemic plant for the flora of Turkey, is very
rich in phenolic compounds, especially in flavanoids and phloroglucinol derivatives, like
other plant species from the Helichrysum genus. Many physiological effects of phenolic
compounds are known, including properties such as antioxidant, antitumor, anti-
inflammatory and antimicrobial effects. In this thesis, a chitosan-based gel formulation
containing methanol extract obtained from the aerial parts of Helichrysum pamphylicum
Davis et Kupicha was successfully prepared and characterized. According to the
antioxidant activity results the prepared formulation showed significant DPPH free
radical sweeper, ABTS*" cation decolorizing and metal chelating antioxidant activity,
while weak reducing antioxidant potential. It was determined using the HET-CAM
method that chitosan gel and H. Pamphylicum methanol extract showed strong anti-
inflammatory effect with synergistic effect. In conclusion, in this study, it can be said that
chitosan-based gels containing Helichrysum pamphylicum methanol extract, which can
be used in both antioxidant and anti-inflammatory treatment, were successfully

formulated and characterized.

Keywords: H. pamphylicum, Chitosan, Antioxidant, Anti-inflammatory, HET-CAM.
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1. GIRIS

Kitosan, toksik ve immiindjenik olmayan dogasimnin sahip oldugu miikemmel
biyobozunurluk, hizlandirilmis yara iyilestirme, antimikrobiyel etkinlik gibi 6zellikleri
ile dikkat ¢eken polimerdir. Kitosanin biyouyumlulugu biyomedikal uygulamalar,

implantasyonlar gibi farkli tibbi uygulamalarda kullanilmasina olanak saglamaktadir.

Kitosan jelin inflamatuvar hiicrelerin biiylimesini yavaglatma, fibroblast
proliferasyonunu uyarma, makrofajlar1 aktiflestirme, daha diisiik fibroplazi derecesi
saglama, yeniden epitelizasyonu tesvik etme, bagisiklik sistemini uyarma, hemostatik
ozellikleri ve antitiimor etkinlige sahip olmasi, onun antiinflamatuvar ve yara iyilestirici

olarak kullanilmasina olanak saglamaktadir.

Tirkiye florasi igin endemik bitki olan Helichrysum pamphylicum, diger
Helichrysum tiirleri gibi flavanoitler ve floroglusinol tiirevleri basta olmakla fenolik
bilesikler —agisindan olduk¢a  zengindir. Fenolik  bilesiklerin, antioksidan,
antiinflamatuvar, antitiimor ve antimikrobiyal etki gibi 6zellikleri dahil birgok fizyolojik

etkileri bilinmektedir.

Bu tez ¢calismasinda Helichrysum pamphylicum Davis et Kupicha tiiriine ait toprak
tistii kisimlardan elde edilen metanol ekstresini igeren kitosan bazli jel formiilasyonu

basari ile hazirlanmis ve Karakterize edilmistir.

Antioksidan aktivite sonuglarina gore F9-HP kodlu formiilasyon belirgin bir sekilde
DPPH serbest radikal siipiiriici, ABTS®" katyon renksizlestirici ve metal selatlayici

antioksidan aktivite gosterirken zayif rediikleyici antioksidan potansiyel gostermistir.

Kitosan jeli ve H. Pamphylicum metanol ekstresinin sinerjistik etki ile kuvvetli

antiinflamatuvar etki gosterdigi HET-CAM yo6ntemi kullanilarak belirlenmistir.

Sonu¢ olarak bu ¢alismada hem antioksidan hem de antiinflamatuvar tedavide
kullanilabilecek Helichrysum pamphylicum metanol ekstresi igeren kitosan bazli jellerin

basaril bir sekilde formiile edilip karakterize edildigi s0ylenebilir.



2. KAYNAK BILGIiSi
2.1. Kitosan

Kitosan biyomedikal alanda en ¢ok kullanilan polimerlerden biridir (Kumar vd.,
2016). Kitinin N-deasetilasyonuyla sonuglanan konsantre sodyum hidroksit soliisyonu ile
islenmesi yoluyla tretilir (Abd El-Hack vd., 2020). Kitin kabuklularin ve boceklerin dis
iskeletinin yapisal malzemesi olup, tabiatta seliilozdan sonra en bol yayilmis dogal
polimerdir (Ogawa vd., 2004). Kitinin dogadaki kaynagi deniz kabuklularinin kabuklari,
boceklerin ve yumusakcalarin iskeletleri ve kitin igerigi %10-20 olan mantar tiirleridir.
Sadece diinya okyanusunda dogal olarak yillik kitin tiretimi miktar1 yaklasik olarak 2-3
milyar tona ulagsmaktadir. Kitosan dogada zor bulunan polimerdir, bu yiizden kitinden

kimyasal ve biyolojik yontemlerle hazirlanmaktadir (Demina vd., 2014).

Kitosan toksik olmamasi, biyouyumlulugu ve biyobozuurlugu gibi kendine has
ozelliklerinden dolay1 ¢esitli uygulamalar i¢in oldukca ¢ekici bir maddedir (Senel ve
McClure, 2004). Kitosan koyulastirici, topaklastirici, aritici, film olusturucu, gaz segici
membran, afinite kromatografisi kolon matrisi, bitkilerde hastaliklara karsi direng
arttirici, antikanser, yara iyilestirici, antimikrobiyal vs. 6zelliklere sahiptir. Evcil hayvan
mamalari, yara pansumanlari, yapay organ hazirlanmasinda, kozmetik ve farmasotik

alanda kullanilmaktadir (Shepherd vd., 1997).

In situ jellesme, hidrofillik yap1, mukoadezyon ve gegirgenlik arttirma gibi 6nemli
ozelliklerinden dolay1 birgok ila¢ salim sistemi gelistirilmesini kolaylastiran bir polimer

olan kitosan farmasétik alanda ilag salim sistemi olarak kullanilmaktadir (Muxika vd.,
2017).

2.1.1. Kitosanin yapisi

Kitosanin molekiilii, asetillenmis kisimlarin derecesine bagli olmakla farkl
derecelerde mevcut olan N-asetil-D-glukozamin ve D-glukozamin birimlerinin
olusturdugu kopolimerdir. Tekrarlanan glukozamin kalintisinda bir amino ve iki hidroksil
grubuna sahip polikatyonik polimerdir. Karbonhidrat zinciri, seliiloza benzer olup, C2
pozisyonunda hidroksil grubunun yerini asetamino grubunun almasi disinda, farkli
derecelerde N-asetilasyona sahip B-1,4-bagli D-glukozaminden olusmus seliiloza gok
benzemektedir. Bundan dolay1 kitosan, iki tip tekrarlanan (1—4) B-glikosidik baglarla

birbirine baglanmis N-asetil-2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoz ve 2-amino-2-deoksi-D-



glukopiranozdan olusmus bir kopolimerdir. Rafine isleminden sonra kitosan, molekiil
dahili ve molekiiller aras1 hidrojen baglarindan dolay1 sert kristal yap1 sergilemektedir.
Reaktif molekiil ilizerinde bulunan birincil amino gruplari, ¢esitli yan gruplarin
baglanabilmesini saglar. Molekiile eklenen yan gruplar, polimerin fiziksel veya biyolojik

ozelliklerini degistirir (Dash vd., 2011).

Sekil 2.1.”de kitosanin yapist sunulmustur.

CH,OH CH,OH

Sekil 2.1. Kitosan yapist

Bireysel atomlar numaralandirilmistir. Kesikli ¢izgiler O3—O35 hidrojen baglarini gésterir. Ana zincir
konformasyonunu tanimlayan iki dihedral a¢1 (¢, ) ve O6 oryantasyonunu tanimlayan bir dihedral

ac1 y belirtilmistir (Dash vd., 2011).

2.1.2. Kitosanin fizikokimyasal ve fonksiyonel 6zellikleri

Seliiloz, dekstran, nisasta, aljinik asit, pektin, agar-agar, karagen gibi dogal
polimerler asidik veya noétr iken kitosan dogada bulunan tek alkali polisakkarittir.
Kokusuzdur, biyolojik olarak uyumlu ve pargalanabilirdir, toksik degildir (Bakshi vd.,
2020). Biyolojik olarak parcalanabilir kabul edilmesi kitosanin, lizozim basta olmakla
bazi insan enzimleri tarafindan metabolize edilebilir olmasindan kaynaklhidir. Kitosanin
pozitif yiiklii olmasi1 oldukca dnemlidir. Bu 6zellik kitosanin sulu ortamda temas halinde
olan negatif yiikli polimerler, polianyonlar ve molekiillerle etkilesime girmesini

saglamaktadir (Prabaharan, 2008).

Kitosanin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, onun molekiiler agirligi, deasetilasyon
derecesi, kristallik derecesi gibi Ozelliklerine baghdir. Kitosanda bir amino veya

asetamino grubuna ek olarak, C-2, C-3 ve C-6 konumlarinda ayni1 zamanda hem birincil



hem de ikincil hidroksil gruplarinda {i¢ tiirde reaktif fonksiyonel grup bulunmaktadir.
Amino grubu, intra-molekiiler hidrojen baglar1 sayesinde fizikokimyasal ve yapisal
Ozelliklerde bulunan farkliliklardan sorumludur (Bakshi vd., 2020).

Hazirlanmis nihai kitosan tiriiniiniin performansi ve fiziksel ozellikleri, islem
boyunca kullanilan sicaklik, islem siiresi, reaktiflerin tiir ve konsantrasyonu gibi farkli
kosullardan etkilenebilir. Ancak hem molekiil agirlig1 hem de deasetilasyon derecesi daha
fazla degistirilebilir. Ornek olarak, molekiil agirlhigi enzimatik veya asidik
depolimerizasyon ile, deasetilasyon derecesi ise yeniden asetilasyonla distiriilebilir
(Bakshi vd., 2020).

2.1.2.1. Molekiil agirhigr

Kitosan, molekiiler agirligin1 tanimlamakta olan polimer molekiilii bagina diisen
seker birimi sayisiyla karakterize edilen bir glukozaminoglukandir. Coziiniirlik,
viskozite, elastiklik, biyofonksiyonel aktiviteleri i¢eren fizikokimyasal 6zellikler, katilar
tizerinde absorpsiyon, yirtilma mukavemeti gibi dzellikler kitosanin molekiiler agirligina
baghdir. Kitosanin molekiiler agirligi, morfolojik karakterini ve kristal yapisini etkiler.
Kitosanin artan molekiil agirligi ile kristalliginin azaldigi bilinmektedir. Deasetilasyon
islemi molekiil agirliginda degisiklik meydana getirmektedir. Hazirlanma prosediirii ve
kaynaga bagl olarak kitosanin molekiil agirligr 50 ila 2000 kDa arasinda degismektedir
(Bakshi vd., 2020). Diisiik molekiiler agirlikli kitosan, genellikle yiiksek molekiiler
agirlikl kitosana gore daha Onemli biyoaktiviteler gostermektedir (Kou vd., 2021).
Molekiiler agirlik baglaminda karsilagilan en biiyiik zorluklar, 6rneklerin ¢oziintirliigii ve
polisakkarit ¢ozeltilerinde siklikla bulunan agregatlarin olusmasiyla ilgilidir (Rinaudo,
2006). Kitosanin suda ¢oziniirliigii ve molekiil agirligt arasindaki korelasyon, biyolojik
aktiviteler ve molekiiler agirligi arasinda iliskiye gore karsilastirilabilir bir egilim
gostermektedir. Molekiiler agirlik ne kadar diisiik olursa, karbonhidrat molekiiliiniin
¢ozlinlirliigli de o kadar yiiksek olur. Diisiik molekiiler agirliga sahip kitosan suda serbest
amin formunda ¢oziiniirken, yiiksek molekiiler agirliga sahip kitosani suda ¢oziindiirmek
icin amino grubunun asitle protonasyonu gerekmektedir. Laktik asit, hidroklorik asit
(HC1), pirtivik asit ve sitrik asit gibi fosforik asit diginda insan viicudunda bulunan bir¢ok
asit kitosani suda ¢oziindiirebilirse de, bu amag i¢in kullanilabilecek en uygun asit asetik
asittir (Kou vd., 2021).

Bir¢ok diger polimer gibi kitosanin da molekiiler 6zellikleri polidispersdir. Bu

ozellikle molekiiler agirlik i¢inde gecerlidir. Kitosanin molekiiler agirligi, deasetilasyon



stireci boyunca olusan depolimerizasyonun sonucudur. Molekiiler agirligi heterojen
dagilimini tanimlamak icin ortalama molekiil agirlig ifadesi kullanilir. Ortalama molekiil
agirhg farkli sekillerde belirlenip, gosterilebilmektedir. Bunlara, ozmometre ile
belirlenen sayica ortalama molekiiler agirlik (My), viskozimetre ile belirlenen viskozite
ortalama molekiiler agirlik (My), 151k sagilimi yontemiyle belirlenen agirlikca ortalama
molekiiler agirlik (Mw) ve sedimentasyonla belirlenen ortalama molekiiler agirlik (M;)
gosterilebilir. Tipik bir dagilim egrisi olan Schutlz-Flory dagilimina gore ortalama
degerlerin birbiriyle iliskisi Mn: Mw: M i¢in 1: 2: 3 oraninda olup, Man<My<Mw<M;
seklindedir. Polidispersite indeksi (PDI), Mw/My olarak tanimlanir, dagilimin ne kadar
genis oldugunu gostermektedir (Lizardi-Mendoza vd., 2016).

Kitosanin ortalama molekiiler agirhigin1 bulmak icin cesitli analitik yontemler
mevcuttur. Bir polimerin yapisi, boyutu ve davranisi hakkinda en dogru bilginin seyreltik
¢ozeltilerden elde edildigi kabul edilmistir. Seyreltik ¢ozeltilerde kitosanin ortalama
molekiiler agirligin1 bulmak i¢in dinamik 1s1k sacilimi ve viskozimetri gibi teknikler
yaygin olarak kullanilmaktadir. Kitosanin 6zelliklerini iyilestirmek veya kontrol etmek
amaciyla kitosanin molekiiler agirligini degistirmek ve modifiye etmek i¢in cesitli
yontemler hazirlanmistir. Genel olarak, kitosanin molekiiler agirligi kimyasal, fiziksel
veya enzimatik hidroliz ile azaltilabilir. Kimyasal yontemlerle kitosan1 hidroliz etmek
icin asidik, alkali ve oksidatif reaksiyonlar kullanilmaktadir. Fiziksel yontemler,
glikozidik bagi kirmak amaciyla gerekli olan enerjiyi saglar. Bu zaman kitosani
depolimerize etmek i¢in sonik, termal, hidromekanik ve 1sinlama yontemleri etkin olarak
kullanilir. Alternatif olarak, kitinazlar ve diger hidrolitik enzimler diisiik molekiiler
agirlikli kitosan ve oligomerlerini hazirlamak i¢in kullanilmaktadir (Lizardi-Mendoza
vd., 2016).

2.1.2.2. Deasetilasyon derecesi

Kitosanin biyolojik olarak pargalanabilir olmasi, reaktivitesi, ¢Oziiniirligi ve
bircok substratin absorbsiyonu, polimerik zincirde bulunan protonlanmis amino
gruplarinin miktara, yani asetillenmemis ve asetillenmis glukozamin birimlerinin
oranina baghdir (de Alvarenga vd., 2010). Kitosanin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesinde deasetilasyon derecesinin bilyilk pay1 vardir (Lavertu vd., 2003).
Kitosan kitosanazlar, kitinazlar ve birgok c¢esitli enzimler tarafindan pargalanabilir.

Calismalar, lizozimlerin kitosan iceren asetil gruplarimi segici olarak hedefledigini



gostermis, bu nedenle, yiiksek deasetilasyon derecesine sahip kitosan polimerleri, diisiik
deasetilasyon derecesine sahip kitosan polimerlerine gére daha yavas bozunma hizina
sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Moran vd., 2018). Ek olarak deasetilasyon derecesi,
kitin ve kitosam1 birbirinden ayirmak ic¢in polisakkaritlerin serbest amino gruplarinin
icerigini belirlemesinden dolay1 kullanilabilir. Ornek olarak, %75 ve iizeri deasetilasyon
derecesine sahip olan kitinin kitosan oldugu bilinir. Deasetilasyon islemi, asetil
gruplarinin kitinin molekiil zincirinden ¢ikarilmasi ve geride tam bir amino grubu
birakmasini igerir. Deasetilasyon derecesini ayarlamak i¢in birka¢g yontem mecvuttur.
Bunlardan biri, sodyum hidroksit (NaOH) ¢6zeltisinin gii¢ veya sicakligr arttirildiginda
asetil gruplarinin kitinden ¢ikarilmasi da arttirilabilir, bu da bir¢ok farkli 6zellikte kitosan
molekiiliinlin ortaya ¢ikmastyla sonuglanir. Kitosanin deastilasyon derecesi genel olarak
reaksiyon kosullar1 ve saflagtirma yontemine bagli oldugu i¢in, ilag salim sistemlerinin
hazirlanmas1 asamasinda kullanilmadan 6nce belirlenerek karakterizasyonu yapilmalidir

(Ahmad Khan vd., 2002).

Deasetilasyon derecesinin  belirlenmesi i¢in  UV-Vis spektroskopi, IR
spektroskopisi, pH-metrik titrasyon, element analizi gibi basit yontemler ve H-NMR
spektroskopisi, C-NMR spektroskopisi gibi kompleks yontemler kullanilmaktadir
(Czechowska-Biskup vd., 2012). Bunlardan IR spektroskopisi deasetilasyon derecesi
6l¢limil i¢in en fazla kullanilan tekniktir. IR spektroskopisi, olduk¢a hizli yontemdir ve
KBr disk teknigi ile ¢oziinmeyen kitosanla birlikte kullanilabilir. Diger yontemlerin

sonuglart genellikle IR yontemi sonuglartyla karsilastirilir (Lavertu vd., 2003).

NMR esashi dlglimlerden baska diger tiim Ol¢lim teknikleri, kitosanin dnceden
dogru bir sekilde tartilmasini gerektirmektedir. Bu sebeple numunenin saflig1 ayr1 olarak
belirlenmeli ve nem dikkatlice giderilmelidir. Ek olarak NMR olmayan yontemler
birgogu yanlis, uzun ve karmasik uygulamalidir. H-NMR yonteminde ise, kullanilacak
kitosanin kesin miktarin1 bilmek 6nemli degildir ve numunenin hazirlanmasi basittir.
Birka¢ milligram kitosan numune hazirlamak i¢in yeterlidir ve deasetilasyon derecesi
bilinen referans numunesi veya herhangi bir kalibrasyon egrisi gerekli degildir (Lavertu

vd., 2003).



2.1.2.3. Viskozite

Deasetilasyon ve konsantrasyon derecesi ile kitosan ¢ozeltisinin viskozitesi artar,
sicaklik ile azalir. Kitosanin ticari bakimdan temin edilebilen genis viskozite araligi
vardir. Molekiiler agirliginin ytliksek olmasi ve lineer, dallanmamis yapiya sahip olmasi
sayesinde viskozite arttirici ajan olarak kullanilir. Viskozitesinin artan kayma hiziyla

azalmasindan dolay1 kitosan psodoplastiktir (Bakshi vd., 2020).

2.1.2.4. Coziiniirlitk

Molekiiliinde bulunan serbest amino gruplarinin protonlanmasindan dolay1 kitosan,
pH 6.2’nin altinda asetik asit ve formik asit gibi organik asitlerin sulu ¢ozeltilerinde
coziilebilmektedir. Genel olarak, kitosan g¢ozeltilerinin 6zellikleri, pH, deasetilasyon
derecesi, konsantrasyon, asit konsantrasyonu, iyonik kuvvet, sicaklik, molekiil zincirinde

asetil gruplarinin dagilimi ve asit tiirii gibi birgok parametrelere baglidir (Elhefian, 2010).

2.1.3. Kitosan iiretimi i¢cin kaynaklar

Kitin ve kitosanin en 6nemli kaynaklari, eklembacaklilar, annelidler (segmentli
kurtlar), yumusakgalar, algler gibi omurgasizlarin dis iskeleti ve mantarlardir. Her y1l gok
fazla yumusakca ve kabuklu dis iskeleti ve kabuklari, atik olarak isleme tesislerinde
atilmaktadir (Alishahi vd., 2011). Uretilmis atiklar, kalsiyum karbonat ile ortalama olarak
%40 kitin icermektedir. Atiklarda bulunan bu kitin miktari, kitin ve tiirevlerinden
hazirlanan {riinler igin olduk¢a umut verici kaynaklardir. Kabuklulardan Kkitinin
ekstraksiyonu i¢in protein, pigment ve minerallerin ¢ikarilmasi gereklidir (Ni’mah vd.,
2019). Kitosanin ekstraksiyonu ii¢ yontemle yapilabilir ve bunlar biyolojik ekstraksiyon,

enzimatik hidroliz, kimyasal siireg olarak siniflandirilmaktadir (Alishahi vd., 2011).

2.1.4. Kitosamin hazirlanma yontemleri

Ozel olarak karotinoedlerin geri kazanimini igeren kitosanin gida atig1 olarak elde
edilmis kabuklu deniz hayvanlarinin kabuklarindan {iretilmesi, ekonomik olarak uygun
maliyetlidir. Bu kabuklar karotenoid olan, balik yemlerinde katki maddesi olarak
kullanilan 6nemli miktarda aksantin igermektedir. Kitosan kendisi, asit ve alkali

muamelesi ile dogrudan mantarlardan tiretilebilir (Abdou vd., 2008).

2.1.4.1. Kuru kitlenin islenmesi
Kabuklularin dis iskeleti genel olarak birka¢ millimetreye kadar uygun boyuta

ogitiiliir ve organik maddelerden arindirilmak i¢in bol miktarda su ile yikanir. Daha 6nce



yapilan bir calismada atiklarin 24 saat boyunca kaynar su ile 6n aritilmasini ve sonrasinda

24 boyunca 80°C'de kurutulmasi uygulanmistir (Peniche Covas vd., 2008).

2.1.4.2. Deasetilasyon

Kitinin giiclii bir alkali ¢ozelti ile alkalin deasetilasyonu kitosan tiretmek i¢in ana
prosediirdiir. Kitinin farkli kaynaklardan izolasyonu kaynaga gore degisiklik
gostermektedir. Genellikle ilk olarak hammadde ezilir, sonrasinda su veya deterjanla
yikanarak kiiciik parcalar haline getirilir. Islemler farkli kabuklularm dis iskeletinin
mineral igeriginin de farkli olmasinda dolay1 degisiklik gostermektedir (Abdou vd.,
2008).

2.1.4.3. Deproteinizasyon

Proteinleri arindirmak amaciyla en ¢ok kullanilan yontem, kabuklarin %1-10 sulu
sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi ile 65-100°C sicakliklarda islenmesidir. Uygulamaya
bagli olarak reaksiyon siiresi genel olarak 0.5 ile 72 saat arasinda degismektedir. Cok
yiiksek sicakliklar ve uzun siireli islemler, kismi deasetilasyona ve polimer zincirlerinin
kirtlmasina neden olabilmektedir. Bazi durumlarda 1-2 saatlik islem siiresi yeterli
olmaktadir. Proteinleri arindirmak igin kullanilan reaktiflere 6rnek olarak potasyum
hidroksit (KOH), kalsiyum oksit (Ca(OH).), sodyum karbonat (Na.COs), potasyum
karbonat (K2CQz), sodyum bikarbonat (NaHCOs3), sodyum bisiilfit (NaHSO3), sodyum
stlfit (Na2SOz), sodyum siilfir (Na2S) ve trisodyum fosfat (NasPOas) gosterilebilir
(Peniche Covas vd., 2008).

Kitinin kimyasal bozunmasini en aza indirdigi ve ¢evresel bakimdan daha temiz
islemlerle yapildigindan dolay1 izole edilmis enzimler ve biyolojik fermentasyon
kullanilarak yapilmakta olan deproteinizasyon basari ile uygulanmaktadir. Bununla
birlikte, tiretilen son malzemede %1-7 oraninda protein kalintis1 bulunmasi ve zaman alici
bir islem olmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Kitin liretim maliyetini diistirmek icin
protein geri kazanilabilir. Geri kazanilan protein hayvan yemleri i¢in 6nemli katki

maddesi olarak kullanilmaktadir (Peniche Covas vd., 2008).

2.1.4.4. Demineralizasyon

Kabuklularin dis iskeletinin ana inorganik bileseni, genel olarak seyreltik HCI
cozeltisi ile oda sicakliginda elimine edilen kalsiyum karbonattir (CaCOgz). Ek olarak,
Silfiirik asit (H2SOs4), nitrik asit (HNOs), formik asit (HCOOH) ve asetik asit



(CH3COOH) gibi asitler de bu amagla kullanilabilmektedir. Demineralizasyon islemi
asagidaki reaksiyonla gerceklestirilmektedir:

CaCOs + 2HCI —» CO2T + CaCl; + H.0

Demineralizasyon islemi, kullanilan asitin miktarinin stokiyometrik oranin altinda
olmasi durumunda tamamlanmaz. Reaksiyonun siiresi ve asit konsantrasyonu kaynaga
baglhdir. Kitinin hidrolitik depolimerizasyonu ve deasetilasyonunu minimuma diistirmek
i¢in bu parametreler oldukca dikkatli sekilde kontrol edilmelidir. Islem sirasinda yiiksek
sicaklik degerlerinden termal bozunmay1 6nlemek i¢in kaginilmalidir (Peniche Covas vd.,
2008).

Temel olarak kitosan iiretimi sematik olarak Sekil 2.2’de sunulmustur.
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Sekil 2.2. Kitin veya kitosan hazirlama asamalarinda yer alan farkli adimlarin sematik gosterimi. Bu
semada, herhangi bir kalinti proteini uzaklastirmak igin kitin izolasyonu igin seyreltik NaOH

ile ikinci bir uygulama diisiiniilmiistiir (Peniche Covas vd., 2008).

2.2. Deri ve Anatomisi

2.2.1. Derinin Yapisi

Insan bedeninin en biiyiik ve agir organi olan deri, yetiskin bir insan igin 1.5-2 m?
alana, 3.5-10 kg agirliga sahiptir (Heuke vd., 2013). Deri yiizeyinin pH’si 5.6 civarinda
olup, sicakligi ¢ekirdek viicut sicakligindan biraz daha soguktur. Terminal farklilasmadan
dolay1 pul pul dokiilmektedir (Cundell, 2018). Deri, birgok faydali mikroorganizma

tirleri tarafindan kolonize edilir, fiziksel bariyer goérevi icra ederek cildi patojen

10



mikroorganizmalarin istilasindan korur. Bu bariyerin hasar almasi veya mikrobiyolojik
dengenin patojenlerden yana degismesi durumlarinda cilt hastaliklari, bazen ise sistemik
hastaliklar ortaya c¢ikar. Bariyer islevine ¢k olarak, pigmentleri sayesinde UV
radyasyonuna karsi essiz bir koruma saglayarak epidermiste bu 1sinlardan kaynaklanan

DNA hasarin1 azaltir (Costin ve Hearing, 2007).

[lag almmi icin deri, etkin maddenin siirekli olarak kan dolasim sistemine
verilmesine olanak saglamasi ve hastalar i¢in rahat kullanimi1 nedeniyle avantajli bir
yoldur. Bunun yani sira, oral ve parenteral uygulama yollarina alternatif olarak, bunlarin
farkli yan etkilerinden kaginmaya olanak saglar. Ek olarak, kullanilabilir yiizey alaninin
genisligi, enzimatik bozunmanin nisbeten diisiik olmasi ve transdermal salim yoluyla
ulagilabilen uzun siireli uygulama gibi bircok iistiinliiklerine ragmen, biiyiik bir bariyer
gbrevi yerine getiren stratum corneum, transdermal ila¢ uygulanmasini zorlastiran faktor
olarak ortaya ¢ikmaktadir (Bolzinger vd., 2012).

Cilt tizerinde bir madde kaydirildig1 zaman, cilt ve maddenin ara yiizeyinde etkisini
gosteren siirtlinme kuvveti bir¢cok faktdrden etkilenir ve aynmi zamanda yapigsma ve
deformasyon fenomenleri tarafindan yonetilir. Temas bolgesinde var olan Van der Waals
etkilesimleri gibi kuvvetler nedeniyle atomlar arasinda baglantilarin kurulmas: ve bu
baglantilarin kirilmasi sonucu ortaya ¢ikan ara yiizey direnci yapisma bileseni ile temsil
edilir. Derinin dis yiizeyinde dogal olarak {iretilmekte olan kalict ince bir lipit filmin var
olmasi, temas alan1 ve stres dagilimini degisebilir ve ayrica yapisma kuvvetleri icin
oldukga biiyiik 6nem tagimaktadir (Kwiatkowska vd., 2009).

[lag etkin maddelerinin deriden gecisi dermal / perkiitan absorbsiyon terimi ile
tanimlanir. Bu islem penetrasyon, permeasyon (niifuz etme) ve emilim olmakla i¢
asamaya ayrilmistir. Bir bilesenin cilt tabakasina girmesi penetrasyon, bir tabakadan
digerine niifuz etmesi permeasyon, vaskiiler sisteme alimi ise emilim olarak
adlandirilmaktadir (Bolzinger vd., 2012).

Deri, mekanik 6zelliklerine gore farklilik gdsteren ii¢ tabakadan (distan ige dogru;
epidermis, dermis ve hipodermis) olugmaktadir. Derinin en dis tabakasi stratum corneum

olarak tanimlanir (Kwiatkowska vd., 2009).

2.2.1.1. Epidermis
Epidermis, ~5-100 um, avucun i¢i ve tabanlarda ise 600 um'e kadar ulasabilen

kalinliga sahip ¢ok katmanli epiteldir. Epidermisde kan ve sinir kaynaklar
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bulunmamaktadir (Costin ve Hearing, 2007). Bu tabaka genellikle keratinositler
tarafindan doldurulmustur (Mikesh vd., 2013). Epidermisin kendisi de birka¢ katmana
ayrilir. Bu katmanlar distan i¢e dogru sirasiyla stratum corneum, stratum lucidum,
stratum granulosum, stratum spinosum ve stratum germinativum’dur. Stratum

germinativum genel olarak bazal tabaka adlandirilir (Eckert vd., 2005).

2.2.1.1.1. Stratum corneum

Stratum corneum yaklasik ~15 um kalinligindadir ve heterojen bir yapiya sahiptir.
Bu tabaka biiyiik 6l¢iide bariyer islevi goriir (Watkinson vd., 2013). Stratum corneum,
protein esasli, 6zel lipitlerin (har¢) devamli matrisi i¢erisinde terminal olarak farklilagmis
keratinositler veya korneositlerin (tugla) gomiilii oldugu tugla duvara benzetilmistir. Bu
lipitler su bariyerinin esas unsurunu temin eder, fiziksel ve kimyasal hasarlanmalar ile

devamli asinmaya kars1 korunma korneositler tarafindan saglanir (Harding, 2004).

2.2.1.2. Dermis

Dermis, cildin biiyiik bir kismini olusturur ve yaklagik ~1 mm kalinligindadir.
Elastin ve kollajen benzeri yapisal proteinlerin hiicre dis1t matrisinde bulunan
fibroblastlardan olusur. Dermis, dermal dendritik hiicreler ve makrofajlar ile birlikte bir
takim bagisiklik hiicreleri icermektedir. Ek olarak yag ve ter bezleri, duyusal sinir uglari,
kil folikiilleri, lenf ve kilcal damarlar burada bulunmaktadir (Ng ve Lau, 2015). Dermal
tabaka, papiller dermis ve retikiiler dermis olmakla iki kisimdan olusmustur. Bu
tabakanin ist katmaninda ince kolajen liflerinden olusmus papiller dermis, alt
katmaninda ise daha kalin ve yogun kolajen liflerinden olusmus retikiiler dermis

yerlesmistir (Mikesh vd., 2013).

2.2.1.3. Hipodermis
Cildin en alt tabakas1 hipodermistir. G6z kapag gibi cildin bazi yagsiz kisimlarinda
bu tabaka bulunmamaktadir. Genellikle derinin altinda bulunan yag tabakasindan

olugsmustur. Derinin bu tabakasinda daha biiylik kan ve lenfatik damarlar gémiiliidiir (Ng

ve Lau, 2015).

2.2.2. Deriden ila¢ gecis yollar:

Ilag etkin maddelerinin deriden gegmesi, saglikli epidermis ve ter bezleri ile sag

kokleri gibi deri eklerinden difiizyonu yoluyla ger¢eklesmektedir. Bu deri ekleri, toplam
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insan derisinin sadece %0.1’1 kadar alani kaplar. Deriden ilag etkin maddesinin gegmesi
yalnizca stratum corneum ile sinirlidir. Saglam bariyerden iki yolla gecis gosterilebilir:
bunlardan birincisi korneositlerin arasinda bulunan hiicreler arasi lipit yolu, ikincisi ise
korneositlerle araya girmis lipidlerin arasindan gegen transselliiler yoldur (Moser vd.,

2001).

Deriden ilag gecisi sematik olarak Sekil 2.3.’te sunulmustur.

Uzant1 (sa¢ folikiilii, ter ilac formiilasyonu

kanah >
X ) / Korneosit

\ [
\ ,
\ /
\ / 74

\
! /

’ Stratum
~ Corneum

B e
- --dl o B S
’

(a) (b) (©) Hiicre dis1 matris

Sekil 2.3. Deriden gegis yollar: (stratum corneum gésterilmistir): (a) Yan gegit / apendageal yol, (b)
Hiicre i¢i / transseliiler yol ve (c) hiicrelerarasi / dolambagli ekstraseliiler yol (Ng ve Lau,
2015).

2.3. Topikal uygulama

Topikal ilag uygulamasi, viicudun belirli bir yerinde (deriden, oftalmik, vajinal,
rektal vs.) lokalize ilag salim seklidir. Deri, topikal uygulamanin ana yoludur ve topikal
ilag salimi1 i¢in en kolay erisilebilir organlardandir (38). Topikal uygulama, kontrollii ve
siirekli ilag salim1 potansiyeli tasimaktadir. Invaziv olmayan, enfeksiyon kapma riskinin

bulunmadig1 bir ilag salim seklidir (Suman vd., 2020).

Deri hastaliklarinin tedavisinde topikal ilag uygulanmasi aktif farmasotik
bilesenlerin kullaniminda ortaya ¢ikabilecek sistemik yan etkilerinin oral ve parenteral
ilag uygulama yollariyla kiyaslandiginda olduk¢a azalmasindan dolay1 dikkat ¢ekicidir
(Schafer-Korting vd., 2007). Buna ek olarak karaciger metabolizmasindan kaginma, sabit
bir plazma seviyesinin saglanmasi gibi birgok sayida avantajlar1 nedeniyle de oral yolla

uygulamaya cezbedici alternatif olarak 6ne ¢ikmaktadir (Bachhav ve Patravale, 2010).
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Topikal tasiyict sistemler iki temel preparat tiiriinii igerir. Bunlar asagida

listelenmistir.

1. Harici topikal iirtinler —uygulandig1 bolgeyi kaplamak igin cilt tizerinde yayilan,
dagitilan veya piiskiirtiilen iirtinler;
2. Dahili topikal iiriinler — mukoza zarma oral, nazal, vajinal uygulanan tiriinler

(Salunkhe ve Bhatia, 2013)

Topikal dozaj formlari; sivi, yart kati1 ve kati1 olmakla birlikte {i¢ ana kategoriye
ayrilirlar  (Garg vd., 2014). Topikal preparatlarin smiflandirilmast  onlarin
formiilasyonlarina gore yapilmaktadir. Topikal formiilasyonlarin siniflandirilmasi

sematik olarak Sekil 2.4.’te sunulmustur.

Topikal preparatlarin siniflandirilmasi

Swvi preparatlar:

Soliisyon

Yarikati preparatlar:

Karisik Preparatlar:

Kati preparatlar: Losyon
Liniment el Gazl bezler
Topikal tozlar T Merhem "am e
Boyalar ) Siirtme alkol
Lapa A Krem : 5
Emiilsiyon oy Sivi temizleyici
Flaster St ’ Fitil Topikal aerosol
tlispansiyon Maci opikal aeroso

[aglarin topikal absorpsiyonuna etki gosteren faktérler fizyolojik ve fizikokimyasal

Sekil 2.4. Topikal formiilasyonlarin simiflandwriimas: (Suman vd., 2020).

faktorler olarak ikiye ayrilir. Bunlari agagidaki gibi siralamak miimkiindiir.

Fizyolojik Faktorler:

e Derinin kalinligi

e Cilt nemlenmesi
e Cilt pH's1
o Cildin tipi
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Ter bezleri yogunlugu
Sag koklerinin yogunlugu
Deri iltihab1

Kan akis1

Lipid igerikleri

Fizikokimyasal faktorler:

Iyonizasyon derecesi

Boliim katsayisi

Molekiiler agirlik (<500 Dalton)
Tasitlarn etkisi (Suman vd., 2020).

Topikal uygulanan ilaglar genel olarak antiseptik, antifungal, cilt koruyucu ve

yumusatici olarak kullanilirlar. Topikal preparatlarin aktivitesi, ilacin cilde temas siiresi,

¢coztiniirliigi, lipofilitesi, gecirgenligi gibi bircok cesitli faktore bagl olarak degisir.

Topikal preparatlarin toksisitesi ve etkinligi, bir {iriinden ila¢ etkin maddelerinin ve diger

kimyasallarin deriden emilmesi, {irliniin uygulandigi kisinin cilt fizyolojisi, tiiketici

pazarinda ve hastalarda iirlin algisi, kullanis zaman1 uygulama kosullar1 gibi faktorlerden
etkilenir (Roberts vd., 2021).

Topikal formiilasyonlarin dezavantajlar asagida siralanmugtir:

1.

© g k~ w N

Baz1 topikal preparatlar asir1 hassaslik veya kontakt dermatit enfeksiyonlari
dogurabilir;

Yaranin iyilesme siirecine engel olabilir;

Deri florasinda degisiklige sebep olabilir;

Tam olarak dogru dozun verilmesi zordur;

Siklikla tekrar uygulamalar gerekebilir;

Bazi hastalar i¢in uygulamada zorluklar ¢ikabilir veya estetik bakimdan kabul
edilemez olmas1 miimkiindiir;

Cok dozlu tasiyicinin devamli kullanilmasi sonucu kontaminasyon olabilir

(Lipsky ve Hoey, 2009).

Basaril1 bir topikal formiilasyonun karsilamasi gereken o6zellikler asagidaki gibi

siralanabilir:
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1. Yeterli siire raf omriine sahip olmali, bu siire boyunca fiziksel ve kimyasal
kararliligin1 korumalidir;

2. Formiilasyondan ilacin salinimini ve onun deriden ge¢isini temin etmeli;

3. Hastalar i¢in kozmetik bakimdan zarif ve kabul edilebilir olmali;

4. Yalnizca kabul edilebilir, FDA tarafindan onaylanmis yardimci maddeleri
icermelidir;

5. Arzu edilen ambalajla uyumlu olmali, kolay uygulanabilmeli;

6. Uretimi uygun maliyetli olmalidir (Tadwee vd., 2011).

Topikal ilaglarin konsantrasyonunda zamana bagl olarak asagidakiler dahil birgok

faktoriin etkisiyle degisiklikler olabilir:

e Topikal formiilasyonun yapisinda degisiklik;

e Zamana bagli olarak cilt bariyerinin biitiinliigiiniin degismesi,

e (Cilt bariyerinde bolgesel degiskenliklerin olugmast;

e Hastaligin siddeti;

e Alt tabakadaki dokularin gecikmis veya artmus perkiitan absorbsiyonla
sonuglanan topikal uygulanmis preparatlara tepkisi;

e Aktif bilesenlerin etkileri (Weiss, 2011).

2.3.1. Topikal dozaj formlarimin yardimcr maddeleri

Dozaj formlarinin yapilandirilmasi agsamasinda aktif olmayan yardimci bilesenler
kullanilmaktadir. Bunlar, dozaj formlarinin ilag dis1 bilesenleri olup, farmasotik
eksipiyanlar veya yardimci maddeler olarak adlandirilir. Bu maddelerin terapdtik
degerleri genellikle hi¢ yoktur veya oldukca azdir. ideal katki maddelerinden beklenen
ozellikler toksik olmamasi, ticari bakimdan uygun maliyetli ve kabul edilebilir kalitede
olmasi, fiziksel ve kimyasal bakimdan kararli olmasi, tedaviye uyumlu olmasidir. Topikal
preparatlardaki katki maddelerinin ana kullanim amaci, absorpsiyon derecesinin kontrol
edilmesi, dozaj formunun stabilite ve vizkozitesini korumasi, formiilasyona hacim
vermesi, organoleptik  Ozelliklerin  iyilestirilmesidir. ~ Yardimc1  maddelerin
smiflandirilmasi ¢6ziictiniin dogasina, seyrelticilere, tasiyici sistemlere, baza ve hastalar

tarafindan kabul edilebilir olmasina gore yapilmaktadir (Garg vd., 2014).
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Topikal tirtinlerden etkin madde salim oranlari, dogrudan kullanilan etkin maddenin
ve tastyicinin Ozelliklerine baglidir. Topikal preparatlarda ilag etkin maddesi tasiyict
sistemden difiize olarak etki bolgesine ulasir, sonrasinda cilt tarafindan emilir. Ilacin
tasiyic1 sistemde salim hizinmi arttirmak, perkiitan absorpsiyonun iyilesmesine neden
olabilir. Ayrica uygulama, ila¢ etkin maddesinin karacigerin ilk gecis metabolizmasindan
kaginilmasin1 saglayarak artan biyoyararlanim ve uzun siireli salim saglamaktadir

(Parpani vd., 2014).

Iaglarmn topikal formiilasyonlarla uygulanmasi, epidermisin tabakasi olan stratum
corneum’un bariyer 6zelligi ilaclarin penetrasyonunu ve birikmesini engelleyerek onlarin

etkinligini sinirlar (Dragicevic-Curic vd., 2010).

2.3.2. Topikal ilag¢ salim sistemleri

Topikal ilag salim sistemleri, ila¢ etkin maddesinin deriyle temasin1 ve/veya deri
yoluyla gecisini saglayan tastyicilardir. Bazen tasiyici sistemin kendisi de belirli terapotik
Ozelliklere sahip olabilir. Tasiyici sistem bir veya daha fazla tibbi olmayan yardimci
maddeden olusabilir. Yardimci1 maddeler kombinasyonu kozmetik olarak kabul edilebilir
olmal, tahris edici ve alerjik etkileri olmamalidir. Bu yardimc1 maddeler, etkin maddenin
sistemden yeterli miktarda salimina olanak saglamali, stratum corneum’dan kolaylikla
gecisini temin etmeli ve bilesenlerle kristallik olusum yaratarak tutunmamalidir. Etkin
madde uyumlu olmayan bir tastyici sisteme yiiklendiginde, preparatin etkinligi azalabilir.
Etkin madde ve tasiyict sistem arasindaki etkilesimi, yardimc1 maddelerden biri veya
hepsiyle uyumsuz olmasi formiilasyonun kararsizligina, dolayisiyla preparatin
yararsizligima neden olabilir. Etkin maddenin tasiyicidaki bilesenlere baglanmasi,
uygulama bolgesine yeterli konsantrasyonun saglanmamasina neden olabilir. Ayni
zamanda topikal tasiyici sistemler, ilacin uygulandigi hastanin cildiyle uyumlu olmalidir

(R. Garg vd., 2020).

Topikal preparatlarin hastalar iizerinde uygulanmasi olduk¢a ince tabaka halinde
yapilmalidir. Bunun sebepleri, kalin tabaka halinde uygulanmis preparat hasta tarafindan
olumsuz algilanabilir ve bilingli veya bilingsiz sekilde daha genis alana yayilabilir (R.
Garg vd., 2020).
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2.3.2.1. Merhem

Merhemler, yar1 kati, viskoz hem ¢6ziinmiis hem de siispande olmus bilesenlerin
bulundugu preparatlardir. Merhem bazinin, diger bilesenler eklenmeden erime
sicakligimin tizerine kadar isitilmasi gerekmektedir. Merhem bazi veya hazirlanmasi
tamamlanmis formiilasyon, yogun ve soguk ise genellikle diisiik kesme ve karigtirma hizi
kullanilmaktadir. Bilesenlerin esit bir sekilde dagitilmasi i¢in, kesme ve karigtirma hizi
merhem bazi sivi haldeyken arttirilabilir. Merhem hazirlanmasinda kullanilan
karistiricilarda, ters donen ¢ift hareketli bigaklar kullanilir. Bu bigaklar, karigimi stirekli

olarak hareket halinde tutar ve kabin butiin bolmelerine verimli sicaklik aktarilmasini

saglar (R. Garg vd., 2020).

Tiim merhemlerin esas olarak ila¢ etken maddeleri i¢in tasiyict gorevi icra eden
bazdan olustugu bilinmektedir. Bazin dogasi, onun performansini kontrol etmektedir.
Bundan dolayr merhem bazinin se¢imi basarili formiilasyon hazirlanmasi i¢in oldukca
onemlidir. Merhemler, ilaclarin hedeflenenin disinda etki goéstermesini Onleyen,
boylelikle yan etkilerden kacinilmay1 saglayan, ilacin bolgeye 6zel uygulamasini temin
eden preparatlardir. ilag etkin maddesinin ilk gecis metabolizmasindan kagimmasi,
merhemler i¢in de gegerlidir. Merhemler, agizdan uygulama ile ilag almakta zorluk
ceken, 6zellikle bilinci kapali hastalar i¢in uygun yontemlerden biridir. Kimyasal olarak
nispeten kararli dozaj seklidir ve kullanim1 sivi dozaj sekillerine gore daha kolaydir.

Merhemler ayni zamanda tadi aci olan ilaglarin uygulanmasi igin elverisli dozaj

formlaridir (R. Garg vd., 2020).

2.3.2.2. Krem

Kremler viskoz yari kat1 preparatlardir. Yapisal olarak genellikle sulu kremler (su
icinde yag emiilsiyonu) veya yagh kremler (yag icinde su emiilsiyonu) olarak
ayrilmaktadirlar. Kremlerde emiilsiyon tipi ila¢ etken maddesinin ¢oziiniirliigline bagl
olarak secilmektedir. Ila¢ etkin maddesinin emiilsiyonun siirekli fazinda ¢éziindiigii
bilinmektedir. Bu nedenle suda ¢6ziinen ilag etkin maddeleri su iginde yag
emiilsiyonlarinda dagilmaktayken, yagda ¢oziinen ila¢ etkin maddeleri yag i¢inde su

emiilsiyonlarinda dagilmaktadir (Weiss, 2011).

Kremler okliiziv etkinin gerekmedigi durumlarda tercih edilmektedir. Ek olarak,
cilde yumusatici, nemlendirici ve serinletici etkileri i¢in de kullanilmaktadir. Hassas ve

nemli cilt kosullar1 i¢in dermatitin serdz eksiidasi ile emiilsiyon olusturma &zellikleri
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nedeniyle kremler, siklikla tercih edilmektedirler. Bu preparatlar, zarif goriiniimii, cildin
tizerinde kolaylikla dagilmalari, siirlilme zamani, cilt iizerinde ¢ok az veya hi¢ iz
birakmamalari, nispeten daha az yagli olmalarindan dolay1 kullanicilar tarafindan tercih

edilmektedir (Weiss, 2011).

2.3.2.3. Pat

Patlar merhemler gibi cilde harici uygulama i¢in tasarlanmis tasiyici sistemlerden
biridir. Merhemlerden farkli olarak patlar daha yiiksek oranda katt madde i¢cermeleri ve
bdylece, kati yiizdelerinin yiiksek olmasi nedeniyle merhemlerden daha yogun ve kati
olmalariyla farklilik gostermektedirler. Patlar genel olarak hazirlanmasinda ayni
bilesenlerin kullanildigi merhemlere oranla daha az yaghh ve emici olurlar. Patlarin
yogunluk ve emici 6zellikleri sayesinde, uygulanma sonrasi ¢ok az akma ve yumusama
egilimi gosterirler. Bu 6zellikleri onlarin uygulama bolgesindeki serdz salgilart emmek
amaciyla aktif kullanimina olanak saglamaktadir. Bu sebeple patlar, sizint1 egilimi,
kabuklanma ve vezikiilasyon gibi egilimleri bulunan akut lezyonlar i¢in merhemlere
tercih edilmektedir. Ek olarak, kivamlar1 ve gegirgen olmamalarindan dolayi cildin kill

bolgelerinde kullanima uygun degillerdir (Bhowmik, 2012).

2.3.2.4. Kopiik

Kopiikler, aktivasyon sonucunda kopiik kafesi olusturabilen hidrokarbon itici gazla
alliminyum kutunun i¢ine yerlestirilmis basingli sivilardir. Kafesin yapisi, fiziksel stresi
ve sicaklik degisimlerini 6nlemek i¢in hazirlanmaktadir. Uygulanma zamani kopiiklerin
ucucu bilesenleri buharlagir, boylece ciltte minimum miktarda kalint1 kalir. Kopiikler su,

yag ve ¢oziicli olmak iizere ii¢ fazdan olusmaktadir (Weiss, 2011).

Kopiikler, yayilma kolaylig1 ve ciltte diisiik miktarda kalint1 birakmasi nedeniyle
kozmetik bakimdan goriiniimii etkilemez. Cildin killi ve kilsiz alanlar1 igin
kullanilabilirler. Kopiiklerin dezavantaji, sistemin esasina bagli olarak kullanim

esnasinda, soyulmus deride yanma ve batma hissi olusturabilirler (Weiss, 2011).

2.3.2.5. Emiilsiyon

Emiilsiyonlar, birbirinde karigsmayan iki sivi fazdan (su ve yag) olusan heterojen
sistemler olup, bu fazlardan biri mekanik karigtirma sonrasi diger faz boyunca kiigiik
damlaciklar seklinde dagilir. Emiilsiyonlar bir nevi s1vi-sivi kolloid olarak kabul goriirler.

Kiigiik damlaciklar seklinde dagilmis faz dispers faz, ¢evresindeki sivi ise siirekli faz
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olarak adlandirilmaktadir. Emiilsiyonlarin siniflandirilmast siirekli fazin su veya yag
olmasina bagli olarak su i¢inde yag veya yag i¢inde su emiilsiyonu olarak yapilmaktadir

(Lu ve Gao, 2010).

Emiilsiyonlar, dagilmis dispers faz ve siirekli faz damlaciklarin birlesmesi sonucu
olusan faz ayrigmasi olusturabilmesi nedeniyle termodinamik bakimdan kararsizdirlar.
Bu nedenle emiilsiyonlar yiizey aktif maddeler (Yiizey etkin maddeler, YEM, siirfaktan)
olarak adlandirilan emiilsifiye edici bilesenlerle stabilize edilir. Birbiriyle karismayan iKi
stvi fazin giiglii bir sekilde ¢alkalanmasi sonrasi, daha hizli birlesen damlaciklardan
stirekli faz olusur. Bu ise genel olarak miktarca daha fazla olan sividan olugmaktadir.
Bunun sebebi damlacik sayisi arttigi zaman carpisma ve birlesme olasiliginin da
artmasidir. Emiilsiyonlarin pargacik boyutu 0.1 ila 100 pum arasinda degismektedir.
Yiizey aktif madde veya yardimci yiizey aktif maddeler yardimiyla olusturulan
emiilsiyonun tipi, bu maddelerin yag veya su fazi igerisinde ¢oziinmesi sonucunda
belirlenir. Genel olarak yiizey aktif maddelerin en fazla ¢6ziinmiis oldugu faz, siirekli faz
haline gelmektedir. Dolayistyla, hidrofillik yiizey etkin maddeler su i¢inde yag, lipofillik
ylizey etkin maddeler ise yag icinde su emiilsiyonlarinin olugmasina sebep olur.
Emiilsiyonlar, kozmetik ve topikal farmasétik {irtinler olarak yaygin olarak kullanilirlar.
Ticari olarak mevcut olan en biiylik emiilsiyon grubu, topikal uygulama i¢in kullanilan

dermatolojik preparatlardir (Lu ve Gao, 2010).

2.3.2.6. Siispansiyon

Stispansiyonlar iki fazli heterojen sistemlerdir. Dis faz veya siirekli faz genellikle
siv1 veya yarl kati, i¢ faz ise, siirekli faz boyunca dagilmis, genellikle ¢oziinmemis kati
parcaciklardan olusur. I¢ faz farkli parcaciklardan olusabilir veya pargaciklar aras
etkilesimler sonucu ortaya c¢ikan parcacik agi olusturabilir. Siispansiyonlar flokiile ve
deflokiile edilmis olmakla ikiye ayrilir. Neredeyse biitiin siispansiyon sistemi ayrismis
sekildedir. Bu nedenle, siispansiyon hazirlanirken dikkat edilmesi gerekenler, olasi
cokelme oranini azaltmak ve ¢oken herhangi bir maddenin yeniden siispande olabilmesini
saglamaktir. Basarili bir siispansiyon sistemi, en azindan calkalandiktan sonra gerekli

dozu saglamali ve uygulama siiresince homojen kalmalidir (Bhowmik, 2012).
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2.3.2.7. Jel

Topikal uygulama icin jeller, ilacin hedef bolgeye ilag salimi igin yaygin
kullanilmaktadir (Garg vd., 2014). Jeller, iki bilesenli, zengin miktarda siv1 i¢eren, yar1
kat1 preparatlardir (Al-Khashab vd., 2010). Jel fazi, kendisi ile az miktarda jellestirici
maddeden olugmus makromolekiiler bir lif ag1 arasinda ortaya ¢ikmis yiizey geriliminden
dolay1 hareketsizlestirilmistir (Singh ve Banarasi, 2010). Kat1 benzeri 6zellikler gosteren
stirekli yapinin varhigi jelin tek karakteristik 6zelligidir (Al-Khashab vd., 2010). Bu yar1
kat1 jel sistemleri, ii¢ boyutlu, icerisinde yliksek derece fiziksel veya kimyasal
retikiilasyonu kapsayan polimerik matrisi olusturur. Geri doniigiimlii olmak kaydiyla belli
noktalarda birbirine baglanmis, uzun ve diizensiz zincirlerden olusmaktadirlar (das Neves

ve Bahia, 2006).

Genel olarak lif veya serit gorliniimiinde olan fiziksel jellerin hazirlanmasinda {i¢
boyutlu matrisin bir arada tutulmasi, van der Waals etkilesimleri ve hidrojen baglantilari
gibi zay1if cekme kuvvetleriyle saglanirken, kimyasal jellerde bu daha kuvvetli kovalent
baglar sayesinde miimkiin olur. Siv1 bilesen olarak su kullanilarak hazirlanan jeller
hidrojel, organik ¢06ziicii kullanilan jeller ise organojeller adlandirilmaktadir.
Formiilasyonda kullanilan jel yapict maddelerin tipine baglh olarak hazirlanmis jel,
hidrojel veya organojele ek olarak kii¢ciik molekiiler agirlikli veya polimerik jel olarak da
siniflara ayrilabilir. Kiiciik molekiil agirlikli jel yapic1 maddeler, onlart 1s1 ile doniistimlii
hale getiren kalic1 kristallik aglar yoluyla kat1 halde elyaf matris veya devamli olarak yeni
sekiller alan kovalent olmayan gegici bir yapisal ag sayesinde siv1 halde bir elyaf matrisi
olustururlar. Polimerik jeller ise, capraz ve kovalent baglarla organik c¢oziiciileri
dogrusaldan dallanmis polimerlere kadar de§ismekte olan monomer birimlerinin
dizinlerinden olugmaktadir. Farkli fizikokimyasal 6zellikler tagiyan jeller, bircok farkl
jel yapict madde ve coziiciilerin gosterdigi kimyasal ozelliklere ek olarak jellesme
sicakligi, sogutma hizi vs. gibi jel hazirlama agsamasindaki kosullara bagli olarak istenilen

ozelliklerde formiile edilebilmektedir (Kang vd., 2013).

Yaygin olarak kullanilan jel yapici maddelere jelatin, karboksi jelatin, seliiloz
tiirevleri (karboksi metil seliiloz, hidroksi propil seliiloz, hidroksi etil seliilloz, metil

seliiloz, etil seliiloz), aljinik asit, bentonit, karbomer, magnezyum aliiminyum silikat,
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polivinil alkol, poloksamerler, sodyum aljinat ve kitre zamki 6rnek gosterilebilir (Al-
Khashab vd., 2010).

2.3.2.7.1. Jellerdeki yardimct maddeleri

Jeller, jel yapici maddelere ek olarak bir veya daha fazla aktif bilesenlerlerin
dispersiyon veya ¢ozeltilerinin yar1 kati preparatlaridir. Jellestirici ajanlar olan
stabilizatorler, koyulastirici ajanlar ve katilastiricilar psddoplastik 6zellik gosterir ve jelin
kivamini tiksotropik yapar. Jel yapici maddeler soguk suda sicak suya kiyasla daha fazla
¢oziinmektedirler. jel yapict maddeler toplam formiilasyonun %0.5-10 konsantrasyon
araliklarinda kullanilmaktadir (Garg vd., 2014).

Jellerde yardime1 maddeler olarak kullanilan polimerlerin roliinii asagidakiler ile

ifade etmek mimkindiir:

. Ilag salim sistemlerinin gii¢ ve sertligini ayarlamak amaciyla;

Suda ¢dziinmeyen polimer kullanildig1 zaman ¢okmenin engellenmesi igin;
Suda ¢6ziiniir polimer kullanildig1 zaman ¢okertici madde olarak.

Sekil koruyucu ajan olarak;

[lacin tadin1 ve kokusunu maskelemek amaciyla;

I N I

Ortamin nemini korumak amaciyla kaplayici olarak kullanilabilir (Yonese,

2001).

Jeller, hazirlanmasinda kullanilan malzemelerin dogasina gore, gida, tibbi
implantlar, ilag tastyici sistemlerden kozmetiklere kadar genis ¢apli endiistriyel kullanim
alanina sahiptirler (Kang vd., 2013). Jeller uygulamasi kolay preparatlardir ve uygulama
sonrast icerdigi suyun buharlagmasi hos hissettiren sogutma etkisi olusturur. Suyun
buharlagsmasi sonrasi ilag etken maddesi olusan ince jel filmin igerisine hapsolur ve
fiziksel olarak cildi kaplayan matris olusturur. Genel olarak kalinti film cilde iyi bir
sekilde yapisarak koruma saglar, tedavi sonrasinda ise yikama yoluyla kolayca uygulama

yerinden arindirilabilir (Al-Khashab vd., 2010).

Mikro yap1 aglar1 aracilifiyla ilag salimi, jel matrisinde hapsedilmis ilag etken
maddesi molekiillerinin matristen kontrollii olarak uzun bir siire salinabilmesine olanak

saglar. Buna ek olarak bir jel salim sistemi, lokal terapétik etki gerektiren durularda
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lokalize yiiksek ilag konsantrasyonunun korunabilmesi avantajini sunmaktadir (Kang vd.,

2013).

Jel yapici madde olarak genellikle polimerler kullanilmaktadir. Ek olarak, bazi
polimerler biyolojik olarak in vivo bozunabilmektedir ve bu zaman olusabilecek toksisite
endiseleri, farmasotik endiistride jellerin ilag tastyict sistemler olarak kullanilmasini

kisitlamaktadir (Kang vd., 2013).
2.4. Kitosan Jel

Kitosan, toksik ve immiindjenik olmayan dogasinin sahip oldugu miikemmel
biyobozunurluk, hizlandirilmig yara iyilestirme, antimikrobiyal etkinlik gibi 6zellikleri
ile dikkat ¢eken polimerdir (R. Singh vd., 2017). Kitosanin biyouyumlulugu, onun
potansiyel ila¢ tasiyici, enjeksiyon, antiasit ve antiiilser, biyomedikal uygulamalar,
implantasyonlar gibi farkli tibbi uygulamalarda kullanilmasina olanak saglamaktadir
(Moussaoui vd., 2012). Hemostaz stimiilasyonu, doku rejenerasyonunu hizlandirmasi ve
antimikrobiyal etkisi kitosanin yara iyilestirici 6zelliklerini ortaya koyan faktorlerdir
(Varshosaz vd., 2018). Kitosanla hazirlanmis formiilasyonlar, jellere benzer olarak
makroskopik davranig, etkin maddelerin oksidasyonu ve fotodegradasyonunu en aza
indirebilen molekiiler karigikliklar ortaya ¢ikarma 6zelligine sahiptirler (Campos vd.,
2020).

Kitosan, asit ¢ozeltilerinde kendiliginden jel olusturmaktadir (Campos vd., 2020).
Kitosan jelinin inflamatuvar hiicrelerin  biiylimesini  yavaslatma, fibroblast
proliferasyonunu uyarma, makrofajlar1 aktiflestirme, daha diisiik fibroplazi derecesi
saglama, yeniden epitelizasyonutesvik etme, baZisiklik sistemini uyarma, diislik
toksisiteli, oksijen gegcirebilir, hemostatik 6zellikleri ve antitiimor etkinlige sahip olmasi,
onun yara iyilestirici olarak kullanilmasina olanak saglamaktadir. Farklt maddelerle
kombinasyon, kitosan jeline yara iyilestirici 6zelliklerini optimize eden ve genisleten ek

ozellikler kazandirabilmektedir (Ferreira vd., 2020).

Kitosan jelleri olusturmak i¢in “fiziksel” veya “kimyasal” yontemler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlardan kimyasal yontemde kalic1 aglar olusturmas: i¢in kovalent
baglar kullanilmaktadir (Sacco vd., 2018). Fiziksel jeller, reaktiflerden veya toksik olan

capraz baglayicilardan kagmma potansiyeline sahip olmalart gibi avantajlar
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sunmaktadirlar. Ancak bunlar, kimyasal jellere kiyasla in vivo olarak daha diisiik
dayaniklilik gostermektedir ve dmiirleri birkag giinden birkag aya kadar degismektedir.
Fiziksel jeller 6zellikle kisa siireli ilag salimi i¢in iyi bir ¢Oziimdiir. Nisbeten zayif
mekanik giice sahip olmalar1 ve in vivo kontrolsiiz ¢6ziinme Ozellikleri fiziksel jellerin

daha genis yelpazede kullanilmasini sinirlayan faktorlerdir (Nilsen-Nygaard vd., 2015).

Uyumlu kars1 iyonlarin eklenmesi ve pH, sicaklik, iyonik kuvvetin degismesiyle
fiziksel jellerin sol/jel gegisine potansiyel olarak ulasilabilinmektedir. Iyonik kuvvet ve
pH, jel olusmasinda anahtar rol iistlenmektedirler. Hidrofobik ve elektrostatik
etkilesimler hidrojen baglariyla birlikte dolasik aglar1 olusturmak i¢in birlikte ¢alisirlar.
Cozeltinin sahip oldugu pH degerine bagli olarak kitosan, polielektrolit gibi davranig
sergiler. Bu, kitosanin pH 4-6 araliginda zit yiikler tasimakta olan iyonlar, makrokiireler
veya kiigiik molekiillerle etkilesime girebilecegi anlamini verir. Hidrojen baglarinin ve
hidrofobik etkilesimlerin roliine bagli olarak, yardimci ¢oziiciilerin kullanimi1 ve polimer
kimyasal yapis1 gibi ilave degiskenler kitosanin jelasyonunu etkileyebilir (Sacco vd.,
2018).

Kimyasal olarak c¢apraz bagli kitosan jelleri, iyi ag boyutu kontrolii ve ideal
mekanik ozellikler sunmaktadir. Reaktif ve toksik capraz baglayicilarin jelin nihai
olusumu sonrasi etkili bir sekilde ¢ikarilmasi sartiyla, ilag salim uygulamalari igin kolay
jel ozellikleri optimizasyonu saglar. Implante edildigi zaman in vivo jellesen ve bdylelikle
diisiik kritik ¢ozelti sicakligindan viicut sicakligina ¢ikan bir sivi polimer-ilag ¢ozeltisi
enjeksiyonuna olanak saglayan, kitosanin f-gliserol fosfat ile termo-tersinir jellerinin
kullanimi bunlarm ilging 6zelligidir. Baska bir yerinde jellesme sisteminde (in situ jel
olusumu) ise pH’e bagl kitosan ¢oziiniirliigiine dayanmaktadir. Buna 6rnek olarak,
kitosan ile poliakrilik asitin karisimi pH 6.0 ortaminda siv1 haldedir, fizyolojik pH 7.4
ortaminda ise hizla jellesir. Enjekte edilebilen bu jeller cerrahi jel implantasyonu
ithtiyacini karsilar ve viicutta sekli diizensiz olan doku bolgelerinin tedavisi i¢in avantaj

saglar (Nilsen-Nygaard vd., 2015).

Kitosan jelinin sagladigi minimum jellesme Ve nispeten diigsiik mekanik
mukavemet, onun kullanimini smirlayan faktorlerdir, bunun da iistesinden diger
polimerler ve yardimec1 maddeler ile kombinasyon yoluyla gelinebilir (Ramanathan ve
Block, 2001; Varshosaz vd., 2018).
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2.5. Helichrysum Geartner Cinsi

Tiirkiye, floristik bakimdan ti¢ bolgenin kesismesinde bulunmaktadir ve bu nedenle
olduke¢a zengin bitki Ortiisline sahiptir. Tiirkiye florasinin endemiklik orani1 %30 civarinda
olup, buraya Asteraceae familyasina mensup 140 cins, 1186 tiir dahildir (Biilbiil vd.,
2013). Asteraceae familyasindan olan Helichrysum Geartner cinsi biitiin diilnyada yaygin
olan ortalama 500 tiirii i¢erir. Tiirkiye florasinda bu cins, Anadolu’da yaygin bulunan 15’1
endemik olmakla toplam 27 taksonla temsil edilmektedir (Albayrak vd., 2010). Cinsin
adi Yunanca “helios” (giines) ve “krysos” (altin) sozciiklerinden olusmaktadir.
Anadoluda farkli bolgelerde bu bitkilere oldukga farkli isimler verilmistir. Bununla
birlikte, Helichrysum Geartner cinsi genellikle “6lmez ¢igcek” adiyla bilinmektedir
(Eroglu, 2018).

Arastirmalara gore bu cinsten olan bitki tiirleri flavanoitler ve floroglusinol
tirevleri basta olmakla fenolik bilesikler agisindan olduk¢a zengindir (Akaberi vd.,
2019). Bitkilerde fenolik bilesikler normal geligimleri sirasinda ve kismen yaralanma,
UV radyasyon, bocek saldirilarina maruz kalma gibi fizyolojik ve ekolojik baskilar
nedeniyle sentezlenir (Khoddami vd., 2013). Fenolik bilesikler, antioksidan ve
antimikrobiyal etki gibi 6zellikleri dahil bir¢ok fizyolojik etkileri sebebiyle genis ilgi
gormektedir. Fenoliklerin antioksidan etkinlikleri, onlarin redoks Ozelliklerine sahip
olmalarindan kaynaklanmaktadir (Albayrak, vd., 2010). Antioksidanlar serbest radikale

bir elektron verir, bdylece onu zararsiz molekiile ¢evirir (Haminiuk vd., 2012).

2.5.1. Helichrysum pamphlicum Davis & Kupicha

Helichrysum Geartner cinsinden olan Helichrysum pamphylicum ¢ok yillik otsu
bitki olup, 30-45, bazen 60 cm boyunda, dik, dallanmamis gévdeye sahiptir. Tabandaki
yapraklar linear-spatulat, govdedeki yapraklar ise dar, linear-oblanseolattir. Tepe kismi
akut olup, govdesindeki yapraklar yukariya dogru ciktik¢a kiiclilmektedir. Korimbus sik
olup, genisligi 2-2.5 cm’dir ve 15-45 adet kapitulum tasir. Kapitulumlar ayn1 zamanda
govdeden de ¢ikar. Kapitulum sekli ovoid olup, 5-6 mm boyundadir, 15-20 adet ¢igek
tasir. Kapitulum sap1 tomentozdur. Sayilar1 30-35 kadar olan involukrum brakterleri
konkav, gevsek imbrikat dizilmis olup, rengi donuk-kar beyazidir. Dis taraftaki ¢igekler
disidir. Bitkinin ¢i¢ceklenmesi mayis-agustos aylarinda olur (Tanker ve Sezik, 1978).
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Helichrysum pamphylicum endemik bitki olup, genellikle Antalya’da yayilmustir.

Kizilgam ormanlarinda, kiregli kayalarin arasinda yetismektedir (Tanker ve Sezik, 1978).
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3. GERECLER

3.1. Kullanmilan Maddeler

Madde adi
ABTS*"

Agaroz

BHT

DPPH-

EDTA

Etanol

FeCl

FeCls

Ferrozin

K2S20s
Ka[Fe(CN)g].3H20
Kitosan (HMW)
Kitosan (LMW)
Kitosan (MMW)
Laktik asit

Metanol

Potasyum fosfat dibazik
Potasyum fosfat monobazik
SDS

Sodyum bikarbonat

Sodyum hidroksit

Firma adi
Sigma-Aldrich, Almanya
(Fluka, ispanya)
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Izlanda
Sigma-Aldrich, izlanda
Sigma-Aldrich, Izlanda
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya

(Fluka-Biochemika, Almanya)

Sigma-Aldrich, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya
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Sodyum salisilat
TCA

Vit C

3.2. Kullamilan Cihazlar

Cihaz adi

Buz Dolab1

Derin Dondurucu
Distile su cihazi
Diyaliz Zar1

Hassas terazi
Liyofilizator
Manyetik karistiric
Mikropipet seti

pH metre

Prob sonikator
Reometre

Santrifiyj 1
Santrifiij 1

Su banyosu
Ultrasonik banyo
UV-Spektrofotometre

Vorteks

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya

Firma Ad1

Argelik, Tiirkiye

Liebherr LGEX 3410 Medline, Isvigre
MiliQ Milipore, Fransa
Sigma-Aldrich, Amerika

Ohaus E1 2140, ABD
Scanvac-Coolsafe Pro, Danimarka
Jeiotech MS-53M, Giiney Kore
Eppendorf, Almanya

Mettler Toledo Ispanya

Sonics, Amerika

Brookfield, Amerika

Eppendorf 5810, Almanya

Niive NF400, Tiirkiye/

GFL, Tissue float bath 1052, Almanya
Wisd Laboratory Instruments, Kore
Shimadzu, Japonya

Jeo Tech, Kore

28



4. YONTEM

4.1. Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Kitosan bazli bos jel formiilasyonlari, literatiir taramasi ardindan bazi ufak
modifikasyonlarla hazirlanmistir (Akincibay vd., 2007; Alemdaroglu vd., 2006; Alsarra,
2009). Bos jel formiilasyonlari, farkli oranlarda (%0.5 a/h, %1.0 a/h, %1.5 a/h) yiiksek
(HMW), orta (MMW) veya diisiik (LMW) molekiiler agirlikli kitosan, %1 (h/h) sulu
laktik asit i¢inde g¢oziilerek hazirlanmigtir. Test edilen numunelere koruyucu olarak
sodyum salisilat (%0.2, a/a) eklenmistir. Numuneler manyetik karistiricida 250 rpm, oda
sicaklig1 kosullunda karistirilmis ve elde edilen bos jellerin, hava kabarciklarini gidermek
icin sonikasyona tabi tutulmustur. Hava kabarcig1 giderilen jeller analizler i¢cin numune
kaplarina alinmis ve pH dlgiimleri gergeklestirilmistir. Tablo 4.1.’de hazirlanan jellerde

bulunan kitosan oranlar1 sunulmustur.

Tablo 4.1. Hazirlanan formiilasyonlardaki kitosan oranlar

Kitosan
Formiilasyon Diisiik Molekiiler Orta Molekiiler Yiiksek Molekiiler
Kodlan Agirhikh Kitosan Agirhikh Kitosan Agirhikh Kitosan
(LMW) (MMW) (HMW)
F1 % 0.5 - -
F2 % 1.0 - -
F3 % 1.5 - -
F4 - % 0.5 -
F5 - % 1.0 -
F6 - %15 -
F7 - - % 0.5
F8 - - % 1.0
F9 - - %15

29



HP metanol ekstresi igceren kitosan jel formiilasyonlar1 toplamda %0.1 (10 gram
jelde 10 mg) oraninda HP metanol ekstresi igerecek sekilde hazirlanmistir. Bos jel
formiilasyonlarinda oldugu gibi numuneler manyetik karistiricida 250 rpm, oda sicakligi
kosullunda karistirllmis ve elde edilen jellerin, hava kabarciklarimi gidermek icin
sonikasyona tabi tutulmustur. Hava kabarcigi giderilen jeller analizler i¢in numune

kaplarina alinmis ve pH dlgiimleri gerceklestirilmistir.

Hem bos hem de HP metanol ekstresi igeren kitosan jellerde oncelikle pH 6lgiimii
yapilmistir. Formiilasyonlar pH ayari1 i¢in sodyum bikarbonat kullanilarak tekrardan
hazirlanmis ve pH oOlgiimleri gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda hazirlanan

formiilasyonlarin icerigi Tablo 4.2.”de sunulmustur.

30



Tablo 4.2. 10 gram jel i¢cin formiilasyon icerikleri

Kod LMW MMW  HMW SS SB HP LA
F1 0.05¢g - - 0.02g 0.035¢g - y.m.
F2 0.10¢ - - 0.02 ¢ 0.035¢ - y.m.
F3 0.15¢g - - 0.02g 0.035¢ - y.m.
F4 - 0.05¢g - 0.02g 0.035¢g - y.m.
F5 - 0.10¢ - 0.02 ¢ 0.035¢ - y.m.
F6 - 0.15¢g - 0.02¢ 0.035¢ - y.m.
F7 - - 0.05¢g 0.02¢g 0.035¢g - y.m.
F8 - - 0.10¢ 0.02 ¢ 0.035¢ - y.m.
F9 - - 0.15¢g 0.02¢ 0.035¢ - y.m.

F1-HP 0.05¢g - - 0.02¢g 0.035¢g 10 mg y.m.
F2-HP 0.10¢ - - 0.02¢ 0.035¢ 10 mg y.m.
F3-HP 0.15¢g - - 0.02¢ 0.035¢ 10 mg y.m.
F4-HP - 0.05¢g - 0.02g 0.035¢g 10 mg y.m.
F5-HP - 0.10¢g - 0.02g 0.035¢g 10 mg y.m.
F6-HP - 0.15¢g - 0.02g 0.035¢g 10 mg y.m.
F7-HP - - 0.05¢ 0.02¢g 0.035¢g 10 mg y.m.
F8-HP - - 0.10¢ 0.02¢g 0.035¢g 10 mg y.m.
F9-HP - - 0.15¢ 0.02¢g 0.035¢g 10 mg y.m.

*LMW: Diisiik molekil agirlikli kitosan, MMW: Orta molekiil agirlikli kitosan, HMW: Diisiik molekiil
agirlikli kitosan, SS: Sodyum salisilat, SB: Sodyum bikarbonat, HP: Helichrysum pamphylicum metanol
ekstresi, LA: %1 (a/h) laktik asit sulu ¢ozeltisi, y.m.: yeterli miktar.
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4.2. Formiilasyonlarim Karakterizasyonu

4.2.1. Formiilasyonlarin fiziksel goriiniisiiniin degerlendirilmesi

Hazirlanan jel formiilasyonlari, renk ve homojenlik agisindan gorsel olarak

incelenmis ve goriintiileri alinmistir.
4.2.2. Formiilasyonlarin pH degerlerinin belirlenmesi

Bos ve HP metanol ekstresi i¢eren kitosan jellerin pH degerleri, dijital pH metre
(Mettler Toledo™ S220 Seven Compact™ pH / lon Benchtop Meter) kullanilarak

belirlenmistir. Olgiimler 3 kez tekrarlanmustir.
4.2.3. Formiilasyonlarin reolojik davranisimin belirlenmesi

Reolojik 6zellikler, 40 mm c¢apinda bir koni-plaka geometrisine sahip reometre
(Brookfield, ABD) kullanilarak belirlenmistir. Ol¢iimler ve viskozite degisiklikleri 25 +
1°C sicakliklarda ti¢ kez tekrarlanmistir. Kayma gerilimine kars1 kayma hizlar grafikleri

olusturulmus ardindan akis modellerine uygunluk degerlendirilmesi yapilmistir.

4.2.4. Helichrysum pamphylicum metanol ekstresi icin analitik validasyon

calismasi
4.2.4.1. Absorbans belirleme

HP metanol ekstresinin maksimum absorbansini (Amax) belirlemek i¢in stok ¢ozelti
hazirlamistir. Tam olarak tartilmis 10 mg HP metanol ekstresi, pH 5.5 PBS ile yikanarak
balon jojeye alimip 10 mL hacime pH 5.5 PBS ile tamamlandiktan sonra on dakika
ultrasonik banyoda tutulmasi ile hazirlanmistir. Sonug stok ¢ozeltininin konsantrasyonun
1000 pg.mL? olmasindan hareketle, seyreltme ile 100 pg.mL™? konsantrasyonda ¢ozelti
hazirlanmistir. Elde edilen soliisyon UV araliginda (200-400 nm) taranmistir (Jain vd.,
2011).

4.2.4.2. Dogrusallik

Yéntemin dogrusalliginin degerlendirilmesi igin, 5.0 ile 60.0 ug.mL™ (5.0 pg.mL"
110.0 pg.mL?, 20.0 pg.mL?, 30.0 pg.mL?, 40.0 pg.mL?, 50.0 pg.mL?, 60.00 pg.mL
1y arasinda degisen yedi konsantrasyon seviyesinde HP ¢ozeltisi 6rnekleriyle olusturulan
ic orijinal egrinin ortalamasi kullanilmistir. Cozeltiler, stok standart ¢ozeltinin (1000

ng.mL™?) pH 5.5 PBS iginde seyreltilmesi ile hazirlanmistir. Absorbanslar, 308 nm’ de ii¢
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kopya halinde 6l¢iilmiistiir. Egri, konsantrasyona karsi absorbansin ortalama degerlerinin
temsili ile olugturulmustur. Sonuglar en kiigiik kareler yontemi ile dogrusal regresyon ile

istatistiksel olarak analiz edilmistir (da Silva Luna vd., 2022).

4.2.4.3. Kesinlik

HP’e ait analitik yontemin kesinlik ¢alismalarinda, tekrarlanabilirligini gostermek
amactyla kalibrasyon araligina denk (5.0-60.0 pg.mL™) gelen 3 farkli konsantrasyonda
(25 pg.mL?, 35 pgmL? 45 pgmL?) HP iceren ¢ozeltiler hazirlanmis ve her bir
konsantrasyon icin 3 dl¢iim tekrar1 yapilmustir (Oztiirk, 2017).

4.2.4.4. Dogruluk

Geri kazanim, konsantrasyon analizinin %100%inde numunelere bilinen artan
miktarlarda standart HP (25 pgmL?, 35 pgmL? 45 pgmL?) soliisyonunun
eklenmesiyle belirlenmistir. Geri kazanim degerleri, deneysel olarak belirlenen toplam
HP orani ve teorik konsantrasyonlari i¢in yiizdeler olarak ifade edilmistir. Her numune

ti¢ kez test edilmis ve geri kazanilan miktar hesaplanmistir (Aragjo vd., 2013).
4.2.4.5. Secicilik

Yontemin 6zgiilligii/segiciligi, standart ¢ozeltinin (HP), miktar tayini ve in vitro
dissoliisyon icin kullanilacak pH 5.5 PBS ve bos formiilasyonun (F9) 200-800 nm
aralifinda elde edilen numunelerin spektrumlarindaki Ortiismelerine bakilarak

belirlenmistir (Aratjo vd., 2013).

4.2.5. Formiilasyonlardaki Helichrysum pamphylicum metanol ekstresi miktariin

belirlenmesi

Oncelikle tam olarak tartilmis 0.5 g jel, 25 mL pH 5.5 PBS i¢inde ¢dziilmiistiir. Jel
soliisyonunu igeren reaksiyon sisesi, HP’nin tam ¢oziiniirliigiinii elde etmek i¢in manyetik
karistirici lizerinde 2 saat boyunca karistirilmistir. Bu ¢6zelti, membran filtre (0.45 pm)
kullanilarak siiziilmiis ve ardindan uygun seyreltmeler sonrasinda ‘4.2.5. Helichrysum
pamphylicum metanol ekstresi i¢in analitik validasyon ¢alismas1’ boliimiinde gelistirilen

UV-spektrofotometre yontemi ile analiz edilmistir. Ol¢iimler ii¢ kez tekrarlanmustir.
4.2.6. In vitro dissoliisyon ¢alismasi

HP ve HP igeren kitosan jelin in vitro dissoliisyonu, etkin difiizyon alanina sahip

Sigma-Aldrich diyaliz zar1 [D9652-100FT, Dialysis Tubing Cellulose Membrane, tipik
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molekiiler agirlik sinir1 = 14.000, ortalama diiz genislik 25 mm (1.0 ing), Sigma-Aldrich
ABD] kullanilarak membran difiizyon teknigi ile gergeklestirilmistir. Tam olarak
tartilmis 2.5 mg HP ve 2.5 mg HP igeren kitosan jel 6nceden gece boyunca ¢oziinme
ortaminda (taze hazirlanmis fosfat tamponu/PBS pH 5.5) islatilmis olan diyaliz zarina
aktarilmistir. Zar her iki ugtan sikica kapatilmistir. Iki ucu kapatilmis zarlar 37 + 1°C'de
tutulan 80 mL ¢oziinme ortaminda aktarilmig ve 100 rpm'de karistirilmistir. Her biri 3
mL hacme sahip ornekler, dnceden belirlenmis 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12, 24 ve 48 saatlik
zaman araliginda periyodik olarak ¢ekilmis ve dissoliisyon kosullarin1 korumak igin esit
hacimde taze ortam ile amber beherlere eklenmistir. Alinan numuneler bir membran filtre
(0.45 um) ile siiziilmiis ve 308 nm'de spektrofotometrik olarak analiz edilmistir. Deney
bagimsiz olarak ii¢ kopya halinde yiiriitilmiistiir ve kiimiilatif salim grafikleri ¢izilmigtir

(Abdelmalak ve EI-Menshawe, 2012).
4.2.7. Salm Kinetigi

Calisma kapsaminda hazirlanan kitosan jelin salim kinetik parametreleri ve baskin
ilag salim mekanizmasini belirlemek i¢in farkli salim kinetigi modellerine uygunlugu
degerlendirilmistir. Bu amagla kirk ¢6ziinme modelini igeren yerlesik bir model
kitapligina dayali dogrusal olmayan optimizasyon yontemlerini kullanarak ¢oziinme
verilerinin modellenmesini kolaylastirmak i¢in kullanilabilecek DDSolver adli cok yonlii

ve licretsiz olarak kullanilabilen bir eklenti programi kullanilmistir (Zhang vd., 2010).
4.3. Biyolojik Aktivite Caligmalar:

4.3.1. Invitro antioksidan aktivite ¢calismalar:
4.3.1.1. Metal selatlayict yontem

HP metanol ekstresi, ekstreyi igeren jel ve bos formiilasyonlarinin demir iyonlarin
selatlama kabiliyetleri Orhan ve Ustiin’iin ¢alismas1 modifiye edilerek tayin edilmistir
(Orhan ve Ustiin, 2011). 1 mg.mL? konsantrasyonda HP ekstresi igeren jel ve ayni
konsantrasyonda ekstre ve bos formiilasyonlar tizerine 40 uLL FeCl, (2mM) ve 80 uL
Ferrozin (SmM) eklenmis ve metanolle 2 mL’e tamamlanmistir. 15 dakika bekleme
isleminin ardindan 562 nm’de absorbanslar okunmus, pozitif kontrol olarak EDTA

(mg.mL?Y) kullamilmistir (n=3). Metal selatlama kapasitesini (%) hesaplamak icin
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denklem 4.1. kullanilmigtir. Denklem 4.1.°de Axontrol, EDTA reaktif ¢ozeltisinin

absorbansini belirtirken, Asmek ekstre iceren reaktif ¢ozeltisinin absorbansini belirtir.

A — Ag
Metal Selatlama Kapasitesi (%) = Kontrol ornek % 100

AKontrol

4.1)

4.3.1.2. ABTS** (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) radikal katyon

renksizlestirme yontemi

ABTS’in potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucunda ABTS®" radikal katyonu
olusmaktadir. Her ¢alismadan once taze hazirlanmasi gereken bu reaktif, 734 nm’de
absorbansi 0.700 (£ 0.02) olacak sekilde etanol ile seyreltilerek antioksidan aktivitenin
tayinini i¢in kullanilmistir. Reaksiyon igin, 1 mg.mL™* HP metanol ekstresi igeren jel
formiilasyonu ve ayni konsantrasyonda ekstre ve bos iizerine 1 mL reaktif ¢ozeltisi
eklenerek 5 dakika beklenmis ve 734 nm’de absorbanslar1 6l¢tilmiistiir. Calismada kor
olarak etanol, pozitif kontrol olarak askorbik asit (Vit C) ve BHT (0.5 mg.mL™)
kullanilmistir (Re vd., 1999). Spektrofotometrik olgtim sonrasi ABTS®" radikal
katyonunun % giderimi denklem 4.2.°¢ gore gore hesaplanmistir. Denklem 4.2.°de
Axontrol, ABTS®" reaktif ¢ozeltisinin absorbansini belirtirken, Asmek ekstre igeren reaktif

¢Ozeltisinin absorbansini belirtir.

Kontrol — Adrnek

A
Total Antioksidan Aktivite (%) = x 100
AKontrol

4.2.)
4.3.1.3. Rediikleyici gii¢ ol¢iimii

Rediikleyici gii¢ tayini Shon vd. tarafindan gelistirilmis metoda uygun olarak
yapilmistir  (Shon vd., 2003). Oncelikle %1°lik Ka[Fe(CN)s]-3H20 (potasyum
ferrisiyanid) ve 200 mM fosfat tamponu (pH 6.6) hazirlanmistir. 1 mg.mL™ HP metanol
ekstresi igeren jel, bos formiilasyonlar1 ve ayni konsantrasyonda HP metanol ekstresi
tizerine 500 pL fosfat tamponu ve 500 pL %1°lik Ks[Fe(CN)s]-3H20 ilave edilmis,
karisim 50°C’de etiivde 20 dakika inkiibe edilmistir. Sonrasinda karistma 500 pL
%10’luk trikloroasetik asit (TCA) ilave edilerek 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 500 pL siipernatant, 500 pL distile su ve 200 pL %0.1°lik
FeCls ile karistirilarak elde edilen reaksiyon ¢6zeltisinin absorbansi, 700 nm’de drnek

igeren reaksiyon karisimina (kor) kars1 okunmustur (n=3). 700 nm’de 6l¢iilen absorbansin
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0.5 oldugu konsantrasyon (mg.mL™) ECsp degeri olarak verilmistir. Pozitif kontrol olarak
askorbik asit (Vit C) ve BHT kullanilmistir (Y.-R. Lee vd., 2007)

4.3.1.4. DPPH serbest radikal siipiiriicii yontem

Kararli bir radikal olan 2.2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali bir elektron
veya hidrojen kabul eder. Antioksidanlarin, bir hidrojen atomunu DPPH radikaline verme
yetenekleri nedeniyle siipiiriicii etki gosterdikleri diistinilmektedir. Bu yontem ile
antioksidanlarin stabil DPPH radikalini, indirgenmis DPPH (DPPH-H) formuna getirme
yetenekleri degerlendirilir. Diger yontemlere gére daha kisa zamanda sonug veren bir
yontemdir (Molyneux, 2004). Test edilen ekstrelerden hazirlanan ¢ozeltilerin DPPHe
tizerindeki serbest radikal siipiiriicli etkileri Sanchez-Moreno vd. tarafindan modifiye
edilmis yontem kullanilarak tayin edilmistir (Sanchez-Moreno vd., 1998). 1 mg.mL* HP
ekstresi iceren jel, bos ve ayni konsantrasyonda HP ekstresi {lizerine metanolde
hazirlanmis 3 mL DPPH (2x102 g.L!) ¢ozeltisi ilave edilerek vorteksde 30 saniye
karistirtlmis ve karanlik ortamda oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 517
nm’de absorbans degerleri kaydedilmis, serbest radikal siipliriici etki (Antioksidan
Indeks) denklem 4.3.’e goére gore hesaplanmistir. Denklem 4.3.°de Akontrol, Kontrol

absorbansini belirtirken, Asmek €KStre iceren reaktif ¢ozeltisinin absorbansini belirtir.

. A — A
inhibisyon (%) = —sentrol  “0rmek o 109

AKontrol

(4.3)

In vitro antioksidan aktivite c¢alismalari kapsaminda sonuglar inhibisyon
hesaplamalarinin ardindan ICso verileri SigmaPlot 14.5 programi ile hesaplanarak

verilmistir.

4.3.2. HET-CAM (hen’s egg test on the chorioallantoic membrane assay) yontemi

ile in vivo antiinflamatuvar etkinligin belirlenmesi

Oztiirk ve Kiyan tarafindan rapor edilen deney protokolii modifiye edilerek
kullanilmigtir (Oztiirk ve Kiyan, 2020). Deneyde kullanilan kulugkalik civeiv yumurtalar:
Bursa Hastavuk Yumurtact Damizlik Hayvancilik A.S.’nin Sivrihisar subesinden temin

edilmistir.
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4.3.2.1. Pellet hazirlanis

Pozitif standart kontrol madde olarak sodyum dodesil siilfat (SDS) (2 mg.mL), HP
metanol ekstresi (1 ve 2 mg.mL™?) ve negatif kontrol Hidrokortizon (2 mg.mL™); SDS ile
birlikte veya olmaksizin 1sitilarak (60 °C <), 1 mL %2.5 (a/h) agaroz ¢ozeltisi igerisinde
siispansiyon haline getirilmistir. Sonrasinda bu siispansiyondan 10 pL almip 5 mm
capinda paslanmaz ¢elik silindir desteklere uygulanarak, oda sicakliginda donarak pellet
halini almalar1 saglanmis ve CAM ylizeyine uygulanmistir. HP ekstresini igeren jel ve

bos formiilasyonlar1 (1 mg.mL™?)’ndan 10 uL ve 20 uL. CAM yiizeyine uygulanmustir.
4.3.2.2. HET-CAM Deneyinin Yapilist

Deneyde kullanilacak kulugkalik civciv yumurtalart deneyden once 36.5 °C’de ve
%80 rolatif neme sahip bir inkiibatorde (iklimlendirme kabini) yatay pozisyonda 72 saat
inkiibe edilmistir. Bu zaman igerisinde yumurtalar belirli araliklarla dikkatlice
cevrilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda oncelikle steril enjektorler yardimiyla
yumurtalarin alt kismindan yavas bir sekilde 10-15 mL albumin (yumurta ak1), sonrasinda
yumurtalarin Gist kismindaki (daha dik ve sivri olan kisim) kabuk ve zar, pens yardimiyla
0zenle uzaklagtirilmistir. Canli ve gelismekte olan embriyo CAM hemen bir streg film ile
korumaya alinip, yine 36.5 °C’de ve %80 rdlatif neme sahip inkiibatorde 72 saat daha
bekletilmistir. CAM c¢ap1 yaklasik 2 cm’ye ulastigi goriildiigii zaman, taze hazirlanmis
numune pelleti her yumurtaya bir adet olmak iizere CAM’ 1 iizerindeki kapilerlere
yerlestirilmistir. Her bir maddeden 15-20 adet pellet esit sayida yumurtalardaki CAM
tizerine uygulanip, stre¢ film ile kapatilmistir. Degerlendirmeler yapilmadan once,
belirtilen kosullarda pellet yerlestirilmis halde yumurtalar 24 saat daha inkiibe edilmistir.
Bu siire sonunda madde igeren pelletin kapilerler lizerindeki etkileri stereo mikroskop
yardimiyla goriintiilenmistir. Bu deneyin yapilist sematik olarak Sekil 4.1.°de
sunulmustur. Standart kontrol maddeleri i¢in 10, her test maddesi i¢in 10-15 adet
yumurta kullanilmistir. Standart pozitif kontrol maddesi olarak iritan madde SDS, negatif
kontrol olarak ise antiinflamatuvar ilag hidrokortizon ve kor olarak da agaroz

kullanilmistir.

Sonuglarin degerlendirilmesi, membran irritasyonu inhibisyonu dikkate alinarak
stereomikroskop altinda yapilmis ve CAM iizerindeki antiinflamatuvar etki goriintiileri
kaydedilmistir. Antiinflamatuvar aktivite, yani pozitif etki, SDS ile membranda

olusturulan tahrigin azalmasi ve damarlanma ag dokusunun stereomikroskopta normal bir
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goriintli vermesiyle belirlenmistir. Tiim deneyler ayni sartlarda en az ii¢ kez tekrarlanmig

ve pozitif etki ortalamalar1 % inhibisyon olarak hesaplanmstir (Oztiirk ve Kiyan, 2020).

Pellet
J‘

— — —

5 Test maddesini igeren pelletin CAM
RN N A S Ust kabugu uzaklagtrilan yurmurtann streg filmle kapatimast Sl uygulanx:asx P! Pelletin ?Al\{[ uz:nr:dekj etk{sxr{nn

pla degerl:

Sekil 4.1. HET-CAM deneyinin yapilisi.

4.3.2.3. HET-CAM Deneyinin sonuclarinin degerlendirilmesi

Test maddelerinin CAM iizerindeki antiinflamatuvar etkileri Tablo 4.3.’de verilen
skor sistemine gore degerlendirilmistir. Sonuglar, Tablo 4.4.”de yer alan ylizde inhibisyon
degerlerine gore hesaplanarak verilmistir (Oztiirk ve Kiyan, 2020). Her deney,
birbirinden bagimsiz olarak 3 kez tekrarlandiktan sonra, elde edilen verilerle istatistiksel
analiz yapilmistir. Elde edilen sonuglar ortalama + SH olarak verilmistir. Kontrol grubu
ve deney gruplari arasinda anlamli bir fark olup olmadig1 GraphPad 7.0 yazilim ile tek
yonlii ANOVA analizi ve Tukey post-hoc testi kullanilarak analiz edilmistir. p < 0.05

degeri anlamli olarak kabul edilmistir.
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Tablo 4.3. CAM iizerindeki antiinflamatuvar etkinin degerlendirilmesinde kullanilan skor sistemi

Skor Etki Aciklama

1 . Kuvvetlice damarlanmis granuloma mevcut. Kapilerler granulomanin
Iritasyon o
etrafinda yildiz bigiminde ag olusturmus.

2 Zayif ) )

. Granuloma zayif bir sekilde damarlanmis.

iritasyon
3 Granulomanin etrafinda yildiz bi¢iminde zay1f bir kapiler ag mevcut.

Zayif-normal Granuloma skor 1 ve 2’ye gore daha kiigiik ve sadece zayif bir
damarlanma mevcut.
4 Normal ) ) o )
q Fark edilmesi zor yildiz bi¢iminde damar ag1 mevcut. Granuloma veya iz
amar
yok. Damarlanma normal olarak gergeklesmis.
olusumu

Tablo 4.4. HET-CAM ydnteminde degerlendirmede kullanilan inhibisyon skalast

inhibisyon (%) Etki
<40 Antiinflamatuvar aktivite yok
40-55 Cok zayif antiinflamatuvar etki
55-70 Zayif antiinflamatuvar etki
70-85 Kuvvetli antiinflamatuvar etki
> 85 Cok kuvvetli antiinflamatuvar etki
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5. BULGULAR

5.1. Formiilasyonlarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

5.1.1. Formiilasyonlarin fiziksel goriiniisiiniin degerlendirilmesi

‘4.1. Formiilasyonlarin hazirlanmas1’ boliimiinde belirtildigi sekilde hazirlanan ve
optimize edilen jellerin goriintiileri bos jeller i¢in Sekil 5.1. ve Sekil 5.2.; HP iceren jeller
i¢in ise Sekil 5.3. ve Sekil 5.4.’te sunulmustur.

Sekil 5.1. Hazirlanan bos formiilasyonlarin goriintiileri
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Sekil 5.2. Hazirlanan bos formiilasyonlarin iistten gériintiileri
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Sekil 5.3. Hazirlanan HP igeren formiilasyonlarin gériintiileri
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F2-HP

Sekil 5.4. Hazirlanan HP igeren formiilasyonlarin iistten gériintiileri
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5.1.2. Formiilasyonlarin pH degerlerinin belirlenmesi

Bos formiilasyonlarin, HP iceren formiilasyonlarin ve pH ayar1 yapilmis HP iceren

formiilasyonlarin pH degerleri sirastyla Sekil 5.5., Sekil 5.6. ve Sekil 5.7.’de sunulmustur.

Bos formiilasyonlarin pH degerleri
5.00 (Ortt SS)

4.00 359 356 =

XL 322 R rog 37
e 2 o . e
%. 3.00 228 ::":3 e :-9.? e e e
2.00 : &
4 )
100 B R RS R B

& @ L P ¢ ¢ Qe 9
Formiilasyonlar

Sekil 5.5. Bos formiilasyonlara ait pH degerleri
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pH

pH

HP iceren formiilasyonlarin pH degerleri

0 3.56 3.57 348

321 5=

291

3.00

200

@'& e"‘c e‘f& e‘*"«

Formiilasyonlar

1.00

o o $ &

¥ &% ¢
Sekil 5.6. HP igeren formiilasyonlara ait pH degerleri

pH ayan yapilmus HP iceren formiilasyonlarin pH
degerleri (Ort+ SS) 567
532 533

6.00

500

471
4.24 =
i 383

4.00

3.95

3.00

200

e‘f‘e e‘“& s"‘& e‘h’& @"6

Formiilasyonlar

100 A B ;E:E e
oF oF oF o

Sekil 5.7. pH ayar1 yapilmig HP igeren formiilasyonlara ait pH degerleri
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5.1.3. Formiilasyonlarin reolojik davranisinin belirlenmesi

Optimum formiilasyon olan F9-HP’nin reolojik davranisi ve modellere uygunluk

degerlendirmesi ii¢ tekrarli olarak yapilmstir.
5.1.3.1 Formiilasyonlarin reolojik davranisinin belirlenmesi (Olgiim 1)

F9-HP kodlu formiiliin kayma gerilimi (D/cm?, y ekseni)’ne karsi kayma hizinin
(1/saniye, x ekseni) belirlendigi Ol¢iim 1’in sonuglar1 viskozite (cP), tork (%) ve hiz
(RPM) i¢in sirasiyla Sekil 5.8., Sekil 5.9. ve Sekil 5.10.’da sunulmustur. F9-HP kodlu
formiiliin 6l¢iim 1 i¢in akis modellerine uygunlugu Bingham, Casson ve Power Law i¢in

CoF degerleri ile sirasiyla Sekil 5.11., Sekil 5.12. ve Sekil 5.13.’te sunulmustur.

QE\ i\ r—"f—. 1
g 1500 — 2000 File Data
= / ,X’f & #F9-HP Kayma Gerilimi (D/sm’)
£ 1000 (T < = F9-HP Viskozite (cP)
1 { x
& / 1000 3
g 500 '1'1’ _:’_"
! |
0 0
I I ' I T I N I
0 100 200 300 400

Kayma Hiz1 (1/san)

Sekil 5.8. F9-HP kodlu formiilasyonun él¢iim 1 i¢in reogrami (viskozite)
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Kayma Gerilimi (D/sm?)

Kayma Gerilimi (D/sm?)

1500

1000

1500

1000

- File Data
=" 60 A 2
r,//F s ¢ F9-HP Kayma Gerilimi (D/sm’)
/ - v " F9-HP % Tork (%)
S
|_
2 X
0
I I T I T I T I
0 100 200 300 400

Kayma Hizi (1/san)

Sekil 5.9. FO-HP kodlu formiilasyonun éi¢iim 1 igin reogrami (tork)

100
" File Data
_4__‘.——’-_.-’- -r/ 2
r/’ // ¢ F9-HP Kayma Gerilimi (D/sm)
/ [ 50 E = F9-HP Hiz (RPM)
/ S
N
/ )
0
| . I I . I L I
0 100 200 300 400

Kayma Hizi (1/san)

Sekil 5.10. F9-HP kodlu formiilasyonun olgiim 1 igin reogrami (hiz)
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Dosya: F9-HP

Analiz Grafigi: Bingham

(zwsyq) 1wunjues ewhey

s C
* o
A
IEHEERNEEEN NN
BN
// " : "
A N N
IEWENENERE 12NN
RN RN N
g E § 8 § § @§
- - - - - - -

350

250

150

100

Kayma Hizi (1/san)

Plastik Viskozite = 193.9 Akis Gerilimi =1074 CoF

=98.2

Sekil 5.11. F9-HP kodlu formiilasyonun dlgiim 1 igcin Bingham Modele uygunluk grafigi

Dosya: F9-HP

Analiz Grafigi: Casson

(Gws/a@) 1wnues ewked) 14OS

=

* o
EEXNARIEEEEBEBEREE
A N A I I I I I
//.// .....
T TN
LT IN
2 &8 8 8 8 8 &8 &8 =2
b b = a = ey -] =2 b 1

10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0
SQRT (Kayma Hiz1 (1/san))

8,0

99.5

823.1 CoF

48.8 Akis Gerilimi =

Plastik Viskozite

Sekil 5.12. F9-HP kodlu formiilasyonun élgtim 1 i¢in Casson Modele uygunluk grafigi
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Analiz Grafigi: Power Law

Kayma Gerilimi (D/sm?)

_______

____________

___________

_______

1200 / .

T LT L T T P

.......

100 H— :

50 100 150

Sekil 5.13. F9-HP kodlu formiilasyonun olgiim 1 i¢in Power Law Modele uygunluk grafigi

200 250

Kayma Hiz1 (1/san)
Tutarhlik indeksi = 45522 Akis indeksi = 0.23 CoF =98.1

300 350

Dosya: F9-HP

¢ Gozlenen
+ Beklenen

5.1.3.2. Formiilasyonlarin reolojik davranigimin belirlenmesi (Olgiim 2)

F9-HP kodlu formiiliin kayma gerilimi (D/cm?, y ekseni)’ne karsi kayma hizinin
(1/saniye, x ekseni) belirlendigi Ol¢iim 2’nin sonuglar1 viskozite (cP), tork (%) ve hiz
(RPM) igin sirastyla Sekil 5.14., Sekil 5.15. ve Sekil 5.16.’da sunulmustur. F9-HP kodlu
formiiliin 6l¢iim 2 icin akis modellerine uygunlugu Bingham, Casson ve Power Law

modelleri i¢in CoF degerleri ile sirasiyla Sekil 5.17., Sekil 5.18. ve Sekil 5.19.’da

sunulmustur.
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Kayma Gerilimi (D/sm?)

Kayma Gerilimi (D/sm?)
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0

1500

1000

0

10000

il File Data
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5000 =
2
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s

— P Y -
T T T T T T T
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Sekil 5.14. F9-HP kodlu formiilasyonun él¢tim 2 i¢in reogrami (viskozite)

Pl %0 File Data
A 2
/ 60 < ¢ F9-HP Kayma Gerilimi (D/sm’)
S =F9-HP % Tork (%)
'—
l/ X ’
0
I » I > I | ® I
0 100 200 300 400
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Sekil 5.15. F9-HP kodlu formiilasyonun olgiim 2 icin reogrami (tork)
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Kayma Gerilimi (D/sm?)
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1000 "l

A
e
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File Data
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g = F9-HP Hiz (RPM)
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/ / &
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500 / ==
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I ! I N I N I ' I
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Sekil 5.16. F9-HP kodlu formiilasyonun olgiim 2 igin reogrami (hiz)

*Shear stress:Kayma gerilimi, Shear rate: Kayma hizi, Speed. Hiz

Analiz Grafigi: Bingham
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Plastik Viskozite = 208.7 Akis Gerilimi =1019 CoF =96.9

Sekil 5.17. F9-HP kodlu formiilasyonun dlgiim 2 igin Bingham Modele uygunluk grafigi
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Dosya: F9-HP

Analiz Grafigi: Casson
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Sekil 5.18. F9-HP kodlu formiilasyonun élgiim 2 icin Casson Modele uygunluk grafigi
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Sekil 5.19. F9-HP kodlu formiilasyonun élgiim 2 igin Power Law Modele uygunluk grafigi
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5.1.3.3. Formiilasyonlarin reolojik davramisinin belirlenmesi (Olgiim 3)

F9-HP kodlu formiiliin kayma gerilimi (D/cm?, y ekseni)’ne kars1 kayma hizinin
(1/saniye, x ekseni) belirlendigi Olgiim 3’i{in sonuglar1 viskozite (cP), tork (%) ve hiz
(RPM) igin sirasiyla Sekil 5.20., Sekil 5.21. ve Sekil 5.22.’de sunulmustur. F9-HP kodlu
formiiliin 6l¢iim 3 i¢in akis modellerine uygunlugu Bingham, Casson ve Power Law

modelleri i¢in CoF degerleri ile sirasiyla Sekil 5.23.; Sekil 5.24. ve Sekil 5.25.’te

sunulmustur.
o) AFFF‘
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Sekil 5.20. F9-HP kodlu formiilasyonun olgiim 3 i¢in reogrami (viskozite)
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Sekil 5.21. F9-HP kodlu formiilasyonun olgiim 3 icin reogrami (tork)
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Sekil 5.22. F9-HP kodlu formiilasyonun olgiim 3 igin reogrami (hiz)

Analiz Grafigi: Bingham Dosya: F9-HP
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Sekil 5.23. F9-HP kodlu formiilasyonun dlgiim 3 igin Bingham Modele uygunluk grafigi
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Sekil 5.25. F9-HP kodlu formiilasyonun dlgiim 3 icin Power Law Modele uygunluk grafigi



5.1.4. Helichrysum pamphylicum metanol ekstresinin analitik validasyon ¢calismasi
5.1.4.1. Absorbans belirleme

100 pg.mL? konsantrasyonda hazirlanmis olan HP, 308 nm'de maksimum

absorbans (Amax) gostermistir (Bkz. Sekil 5.26.)

REF ¢ 308,.6NH 1.1606A

+8.86R

268.8 166.6CNH/DIV.) 806.0
23:29 4/27 'd4 800.06NHM 8.8494

Sekil 5.26. HP e ait 200-800 nm arasinda elde edilen spektrum (Amax = 308.0 nm)

5.1.4.2. Dogrusallik

HP’nin pH 5.5 PBS iginde 5.0-60.0 pg.mL? konsantrasyonlar1 arahiginda yedi
farkl kalibrasyon seti hazirlanmis ve ardindan UV-spektrofotometre ile analiz edilmistir.
Konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerleri Tablo 5.1.’de sunulmustur. Absorbans
degerleri kullanilmakla kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve egri ile egriye ait olan dogru

denklemi Sekil 5.27.’de sunulmustur.
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Tablo 5.1. Helichrysum pamphylicum metanol ekstresi dogrusallik ¢alismast igin hazirlanan seriler ve

absorbans degerleri

HP Absorbans Degerleri
(ng/mL) 1. Seri 2. Seri 3. Seri Ortalama
5.00 0.047 0.053 0.053 0.051
10.00 0.098 0.100 0.100 0.099
20.00 0.196 0.198 0.200 0.198
30.00 0.289 0.304 0.304 0.299
40.00 0.393 0.403 0.401 0.399
50.00 0.497 0.499 0.501 0.499
60.00 0.592 0.597 0.590 0.593

0.700

0,600

0500

0400 g

Absorbans

0300
y = 0,0099x + 0,0011

R2=0,9999
0200 9

0.100

0.000
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

wn
N
2
R

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 5.27. Helichrysum pamphylicum metanol ekstresine ait standart egri

57



5.1.4.3. Kaesinlik

HP’nin 25 pg.mL?, 35 ng.mL? ve 45 pg.mL™ konsantrasyonda 3 farkli ¢ozelti
hazirlanmistir. Her bir konsantrasyon i¢in 3 tekrar analizi, 3 giin artarda yapilmistir. Elde
edilen sonuglar dogrusallik ¢alismasinda elde edilen regresyon denklemi yardimiyla
hesaplanmis ve tam konsantrasyonlar ile karsilastirilarak yontemin kesinligi
incelenmistir. Kesinlik calismasi sonuglart Tablo 5.2., Tablo 5.3. ve Tablo 5.4.te

sunulmustur.

Tablo 5.2. 25 ug.mL™* konsantrasyon igin kesinlik sonuglart

25 ng.mL!
1. Giin 2. Giin 3. giin
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.249 0.249 0.249
0.246 0.246 0.249
0.247 0.247 0.248
1.Giin 2. Giin 3. giin
(Konsantrasyon) (Konsantrasyon)  (Konsantrasyon)
25.016 25.016 25.016
24.714 24.714 25.016
24.814 24.814 24.915
Ortalama 24.848 24.848 24.983
Standart sapma 0.154 0.154 0.058
Varyasyon Katsayis1 (%) 0.620 0.620 0.233
%95 Giiven Arahgi 0.383 0.383 0.145
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Tablo 5.3. 35 ug.mL™* konsantrasyon icin kesinlik sonuclar:

35 pg.mL!
1. Giin 2. Giin 3. giin
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.347 0.351 0.348
0.348 0.347 0.345
0.350 0.339 0.342
1.Giin 2. Giin 3. giin
(Konsantrasyon) (Konsantrasyon)  (Konsantrasyon)
34.904 35.307 35.005
35.005 34.904 34.702
35.206 34.097 34.399
Ortalama 35.038 34.769 34.702
Standart sapma 0.154 0.616 0.303
Varyasyon Katsayis1 (%) 0.440 1.773 0.872
%95 Giiven Arahgi 0.383 1531 0.752
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Tablo 5.4. 45 ug.mL™* konsantrasyon icin kesinlik sonuclar:

45 pg.mL*
1. Giin 2. Giin 3. giin
(Absorbans) (Absorbans) (Absorbans)
0.446 0.449 0.448
0.448 0.444 0.448
0.444 0.449 0.446
1.Giin 2. Giin 3. giin
(Konsantrasyon) (Konsantrasyon)  (Konsantrasyon)
44.892 45.195 45.094
45.094 44.690 45.094
44.690 45.195 44.892
Ortalama 44.892 45.027 45.027
Standart sapma 0.202 0.291 0.117
Varyasyon Katsayis1 (%) 0.449 0.647 0.259
%95 Giiven Arahgi 0.501 0.724 0.289

5.1.4.4. Dogruluk

Dogrulugun belirlenebilmesi amaciyla 3 farkli konsantrasyona (25 pg.mL?, 35
ng.mL?, 45 pg.mL™Y) HP iceren stok ¢ozeltiler hazirlanmis ve her bir konsantrasyon igin
3 tekrar analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrusallik ¢aligmasinda elde edilen
regesyon denklemi

karsilastirilmisg, sonrasinda yontemin dogrulugu ‘% geri kazanim’ olarak hesaplanmustir.

Sonuglar Tablo 5.5.’te sunulmustur.
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Tablo 5.5. Helichrysum pamphylicum metanol ekstresi icin elde edilen dogruluk degerleri

Eklenen Konsantrasyon

25 pg.mL*! 35 ng.mL*! 45 pg.mL*

0.246 0.349 0.448
Elde edilen

0.249 0.344 0.444
absorbanslar

0.247 0.347 0.445

24.714 35.106 45.094
Bulunan

25.016 34.601 44.690
Konsantrasyonlar

24.814 34.904 44,791

98.854 100.302 100.209
% Geri Kazamim 100.065 98.860 99.312

99.258 99.725 99.536
Ortalama
% Geri Kazanim 99.392 99.629 99.686
% Fark 0.608 0.371 0.314
Standart sapma 0.616 0.725 0.467
Varyasyon Katsayis1  0.620 0.728 0.468
Standart hata 0.356 0.419 0.269
%95 Giiven Arahgi 1531 1.802 1.159

5.1.5.5. Secicilik

Secicilik calismast i¢in elde edilen spektrumlar HP, pH 5.5 PBS ve F9 (Bos
formiilasyon) i¢in sirasiyla Sekil 5.28., Sekil 5.29. ve Sekil 5.30.’da sunulmustur.
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REF ! 368.6NM 1.1606A

+8.86R NN
2606.8 166.6¢CNM/DIV.) 806.0

23:29 4727 ‘44 800.6NM 8.0439A

Sekil 5.28. Helichrysum pamphylicum metanol ekstresine ait spektrum

SAMP:

e e e e e e e

+2.0606A8

+6.088R
20608.0
22:37 4,27 ‘d4

Sekil 5.29. pH 5.5 PBS’e ait spektrum
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+8.808A —

: HH
266,06 1866.6CNM/DIV.) 8606.0
22:39 4/27 'd4 \ 800.0NM  08.0846A

Sekil 5.30. Helichrysum pamphylicum metanol ekstresi icermeyen formulasyona (F9) ait spektrum
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5.1.5. Formiilasyonlardaki Helichrysum pamphylicum metanol ekstresi miktarinin

belirlenmesi

F9-HP kodlu jelde bulunan HP miktarlar1 Tablo 5.6. ve karsilastirma yapilabilmesi
agisindan Sekil 5.31.’de sunulmustur. Ilgili seklin birinci siitununda birinci setin
sonuclari, ikinci silitununda ikinci setin sonuglari, {igiincii siitununda tiglincli setin

sonuglari, dordiincii siitununda ise ortalama deger bulunmaktadir.

Tablo 5.6. Miktar tayini sonuglari

F9-HP Set 1 F9-HP Set 2 F9-HP Set 3 Ortalama

Miktar Tayini 99.29 £ 0.16 96.60 £ 0.19 100.60 £ 0.21 98.83£0.19

Miktar Tayini (Ortt SS)

102.00 100.60
100.00 9929 S
F'T‘i%"l 98,83
Bt e b
~ 98.00 e :
* b 96.60
£ 9600 | : S
E i
| i
g 94.00 : :i
= l 1
= : !
92.00 ; :
e
9000 | :
\ D » >
o & & W
@‘\Q 9\’3 q"x o
> Q -’ q -

Formiilasyonlar

Sekil 5.31. F9-HP kodlu formiilasyonun icin miktar tayini sonuglar
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5.1.6. Invitro dissoliisyon ¢calismasi

HP ve F9-HP kodlu formiilasyona ait zamana kars1 kiimiilatif ¢dziinen HP miktari
verileri Tablo 5.7.’de verilmistir. Elde edilen tiim veriler kullanilarak F9-HP kodlu
kitosan jel formiilasyonuna ait in vitro dissoliisyon profilleri 48 saatlik ve 9 saatlik olarak

strastyla Sekil 5.32. ve Sekil 5.33’te sunulmustur.

Tablo 5.7. HP ve F9-HP kodlu formiilasyona ait zamana karst kiimiilatif ¢oziinen HP miktarlart

Saat HP F9-HP
1 79.838 + 3.095 30.033 + 6.789
2 97.397 +2.086 44.985 + 5.674
3 100.348 + 1.373 55.278 +5.385
4 100.441 + 1.059 65.077 +5.965
5 100.391 + 1.488 80.367 + 7.619
6 100.005 + 1.860 93.939 + 6.133
9 100.610 + 1.992 99.867 + 1.969
12 100.765 + 1.057 99.534 + 1.249
24 100.454 + 1.558 99.241 + 1.354
48 100.109 + 1.074 99.713 +1.131
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Sekil 5.32. HP ve F9-HP kodlu formiilasyon i¢in kiimiilatif salim grafigi (48 saat)
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Sekil 5.33. HP ve F9-HP kodlu formiilasyon i¢in kiimiilatif salim grafigi (9 saat)
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5.1.7. Salm Kinetigi

Sifirci-derece, Sifirinci-derece (Tiag), Sifirnci derece (Fo), Birinci-derece,
Birinci-derece (Tiag), Birinci-derece (Fmax), Birinci-derece (Tiag Ve Fmax), Higuchi,
Higuchi (Tiag), Higuchi (Fo), Korsmeyer-Peppas, Korsmeyer-Peppas (Tiag), Korsmeyer-
Peppas (Fo), Hixson-Crowell, Hixson-Crowell (Tiag), Hopfenberg, Hopfenberg (Tiag),
Baker-Lonsdale, Baker-Lonsdale (Tiag), Peppas-Sahlin, Peppas-Sahlin 1 (Tiag), Peppas-
Sahlin 2, Peppas-Sahlin 2 (Tiag), Quadratic, Quadratic (Tiag), Weibull 1, Weibull 2,
Weibull 3, Weibull 4, Logistic 1, Logistic 2, Logistic 3, Gompertz 1, Gompertz 2,
Gompertz 3, Gompertz 4, Probit 1 ve Probit 2 modeller igin ilk 6 saatlik, Rsqr [korelasyon
katsay1s1 ()], Rsqr_adj [diizeltilmis korelasyon katsayis1 (r%agjusted)], MSC [Model segme
kriteri] ve AIC [Akaike bilgi kriteri] degerleri, modellerin denklemleri ile beraber Tablo

5.8.’de sunulmustur.

DDSolver programindan alinan Sifirinci-derece, Sifirinci-derece (Tiag), Sifirinci
derece (Fo), Birinci-derece, Birinci-derece (Tiag), Birinci-derece (Fmax), Birinci-derece
(Tiag Ve Fmax), Higuchi, Higuchi (Tiag), Higuchi (Fo), Korsmeyer-Peppas, Korsmeyer-
Peppas (Tiag), Korsmeyer-Peppas (Fo), Hixson-Crowell, Hixson-Crowell (Tiyg),
Hopfenberg, Hopfenberg (Tiag), Baker-Lonsdale, Baker-Lonsdale (Tiag), Peppas-Sahlin,
Peppas-Sahlin 1 (Tiag), Peppas-Sahlin 2, Peppas-Sahlin 2 (Tiyg), Quadratic, Quadratic
(Tiag), Weibull 1, Weibull 2, Weibull 3, Weibull 4, Logistic 1, Logistic 2, Logistic 3,
Gompertz 1, Gompertz 2, Gompertz 3, Gompertz 4, Probit 1 ve Probit 2 modeller igin
salim kinetik grafikleri sirasiyla Sekil 5.34.- Sekil 5.71.’de sunulmustur.

68



Tablo 5.8. F9-HP kodlu formiilasyon i¢in 6 saatlik salim kinetigi sonuglart

Model 5 5
Kod Model? r Madjusted MSC AlC
odu
Sifirinci-derece
#301P 0.935 0.935 1815 43.764
F=ko~t
#3020 ¢ Sifirmei-derece (Tiag)
0.943 0.932 1.667  44.800
F:ko* (t'Tlag)
#303bd Sifirinci derece (Fo)
0.943 0.932 1.667  44.800
F=Fo+ko~t
#304° Birinci-derece
0.956 0.956 2.214  40.973
F=100 « [1-Exp(-Ky ~t)]
#305%¢ Birinci-derece (Tiag)
0.596 0.516 -0.292 58.516
F=100 « {1-Exp[-k1 = (t-Tiag) 1}
#306° Birinci-derece (Fmax)
0.931 0.917 1471 46.170
F=Fmax* [1-Exp(-k1 « t)]
#3070 f Birinci-derece (Tiag Ve Fmax)
0.410 0.115 -0.958 63.177
F=Fmax * {1-EXp[-Ka = (t-Tiag) I}
#3089 Higuchi
0.972 0.972 2.657 37.871
F:kH *tO.S
#309¢9 Higuchi (Tiag)
0.975 0.971 2.506 38.927
szH * (t'-l—lag)o'5
#3109 9 Higuchi (Fo)
0.947 0.937 1.744  44.260
F=Fo+ky « t0°
#3110 Korsmeyer-Peppas
0.991 0.990 3.565 31.512
F:ka -y
#3120 Korsmeyer-Peppas (T
yer-Peppas (Tis) 0983 0975 2617 38152
F:kKP * (t'Tlag)n
#313%h Korsmeyer-Peppas (Fo)
0.991 0.987 3.280 33.512
F=Fo+kkp ~t"
#3141 Hixson-Crowell
0.975 0.975 2.764  37.121
F=100 « [1-(1-knc 1)°]
#315¢1 Hixson-Crowell (Tiag)
0.964 0.957 2.118  41.641
F=100 « {1-[1-Krc » (t-Tiag) ¥}
#316 Hopfenberg
0.976 0.972 2.547 38.643
F=100 « [1-(1-Krg »1)"]
#317¢] Hopfenberg (Tiag)
0.980 0.970 2427  39.477
F=100 » {1-[1-Krig = (t-Tiag)]"}
#318k Baker-Lonsdale 0.928 0.928 1.717  44.448
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3/2 « [1-(1-F/100)@3]-F/100=Kg ~t

#319¢k Baker-Lonsdale (Tiag)
0.817 0.781 0.499  52.977
3/2 « [1-(1-F/100)@)]-F/100=Kg_  (t-Tiag)
#322™ Peppas-Sahlin 1
0.995 0.992 3.803  29.850
F=ky » tM+k? « ™
#323em Peppas-Sahlin 1 (Tiag)
) 0.991 0.981 2.899 36.178
F:kl * (t'Tlag)m+k2 * (t'Tlag)(z m)
#324" Peppas-Sahlin 2
0.995 0.994 4,118 27.644
F=Kky »t%5+ko « t
#3256 N Peppas-Sahlin 2 (Tag)
0.990 0.985 3.121  34.620
F:kl * (t'TIag)O'5+k2 * (t'TIag)
#326° Quadratic
0.977 0.972 2557  38.568
F=100 « (kl*t2+|(2*t)
#327%° Quadratic (Tiag)
0.924 0.885 1.087  48.862
F=ky « (t-Tlag)®5+kz » (t-Tiag)
#328P-4 Weibull 1
. 0.959 0.938 1.701 44564
F=100 « {1-Exp[-((t-Ti)})/a]}
#329P Weibull 2
0.969 0.963 2.288  40.455
F=100 « {1-Exp[-(t})/a/}
#330°° Weibull 3
0.967 0.951 1934 42929
F=Fmax» {1-Exp[-(t*)/a]}
Weibull 4
#331Fp.a ) 0.956 0.913 1.362  46.937
F=Fmax* {1-EXp[-((t-Ti)’)/a] }
Logistic 1
#332" F=100 « Exp[a+p « log(1)]/{1+Exp[a+f » 0.938  0.926 1.583  45.385
log(t)]}
Logistic 2
#333"" F=Fuax+ Exp[a+B = log(t)]/{1+Exp[a+B « 0931  0.896 1.187  48.162
log(t)]}
Logistic 3
#334%s 0.940 0.909 1.322  47.215
F=Fma/{1+Exp[-k = (t-y)/}
#335" Gompertz 1
0.902 0.883 1.128  48.575
F=100 « Exp{-a « Exp[-£ «log(t)]}
#336"! Gompertz 2
0.891 0.836 0.727  51.377
F=Fumax « Exp{-a « Exp[-f log()]}
#337%u Gompertz 3
0.950 0.926 1519 45.836
F=Fmax * EXD{'EXD ['k * (t-)/)]}
#338%V Gompertz 4
0.950 0.926 1519 45.836

F=Fmax = EXp[- « Exp(-Kk = 1)]
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#339% Probit 1
F=100 « @/a+p »log(t)]

0.947 0.936 1.734 44331

#3400V Probit 2
F:Fmax* QD[OH‘ﬂ * |Og(t)]

0.942 0.913 1.364  46.924

[Tablo 5.8. (Devam) F9-HP kodlu formiilasyon igin 6 saatlik salim kinetigi sonuglari]

Agctklamalar: Rsqr korelasyon katsayisi (¥?); Rsqr_adj diizeltilmis korelasyon katsayist (Fagjusted); AIC
Akaike bilgi kriteri; MSC Model se¢me kriteri; ® Tiim modellerde F, t zamanminda salinan ilacin
fraksiyonudur (%); ° ko sifir dereceli serbest birakma sabitidir; © Tiaq ila¢ salinimindan énceki gecikme
siiresidir; 9 Fy bir patlama salimindan kaynaklanan ¢ézeltideki ilacin baslangi¢ fraksiyonudur; © Ki
birinci dereceden serbest birakma sabitidir; © Fmax sonsuz zamanda salnan ilacin maksimum
fraksiyonudur; 9kn Higuchi salum sabitidir; "kxp ilag dozaj formunun yapisal ve geometrik dzelliklerini
iceren salim sabitidir; N ila¢ salim mekanizmasini gosteren difiizyon iissiidiir;, ' Kne Hixson—Crowell
modelindeki salim sabitidir; ' Kns Hopfenberg modelindeki birlesik sabittir, Kns=Ko/(Coxao), burada ko
erozyon orami sabitidir, Co matriksteki ilk ilag¢ konsantrasyonudur ve ao bir kiire veya silindir icin
baslangi¢ yaricapidir veya bir levhanin yart kalinligi, n bir levha, silindir ve kiire i¢in sirasiyla 1, 2 ve
3'tiir; ¥ KeL, Baker-Lonsdale modelindeki birlesik sabittir, KeL=[3xDxCs/(re*xCo)], burada D difiizyon
katsayisidr, Cs doyma ¢oziiniirligiidiir, Yo bir kiire icin baslangi¢ yaricapidir veya bir levha igin silindir
veya yart kalinlik ve Co matristeki ilk ilag yiiklemesidir, ™ K1 Fickian kinetigiyle ilgili sabittir, K2 Durum-
11 gevseme kinetigiyle ilgili sabittir, m kontrollii salinimi engelleyen herhangi bir geometrik sekle sahip
bir cihazin yayima iissiidiir; " K1 1*%e bagh ila¢ difiizyonunun ilag salimina nispi katkisini gésteren
sabittir, ko, t've bagl polimer gevsemesinin ilag salimina nispi katkisini gosteren sabittir; °Ki t?'ve bagl
ilag salvmimn nispi katkisini gosteren Quadratic modeldeki sabittir, Ko, t've bagl ila¢ salimmin nispi
katkisini gésteren Quadratic modeldeki sabittir, P a, siirecin zaman olg¢egini tamimlayan 6lgek
parametresidir, B egriyi ya iistel (=1, durum 1), sigmoid, S-sekilli, yukari dogru egrilik ve ardindan bir
doniis noktasi (B> 1, durum 2), ya da daha yiiksek bir baslangi¢ egimi ile ve bundan sonra iistel ile tutarl
(p<I; durum 3) sekil parametresidir; 9 Ti, ¢oziinme veya saliverme siirecinin baslangicindan donceki
gecikme siiresini temsil eden konum parametresidir ve ¢ogu durumda sifira yakin olmaktadur; " a Logistic
1 ve 2 modellerinde olgek faktoriidiir, B, Logistic 1 ve 2 modellerinde sekil faktoriidiir; °k Logistic 3
modelindeki sekil faktoriidiir, y F = Fmax/2 oldugu zamandur, ‘a, Gompertz 1 ve 2 modellerinde él¢ek
faktoriidii, B Gompertz 1 ve 2 modellerinde sekil faktoriidiir, “ K Gompertz 3 modelindeki sekil
faktoriidiir, y F = Fmax/exp(1)=0.368 xFmax'm oldugu zamandiwr; ¥ f Gompertz 4 modelindeki dlgcek
faktoriidiir, K Gompertz 4 modelindeki sekil faktoriidiir, V' @ standart normal dagilimdwr, a Probit
modelindeki dlgek faktoriidiir, B Probit modelindeki sekil faktoriidiir.
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Sekil 5.34. FO-HP formiilasyonu icin salim kinetik modeli (Stfirinci Derece Kinetik)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Sifirinci derece kinetik i¢in beklenen salim profili
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Sekil 5.35. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Sifirinci Derece Kinetik, Tiag)

*Elde edilen: Elde edilen salun profili, Beklenen: Sifirinci derece kinetik (Tag ile) igin beklenen salim
profili
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Sekil 5.36. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Sifirinct Derece Kinetik, Fo)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Sifirinci derece kinetik (Fy ile) igin beklenen salim
profili

100 5
90 3 _ -~
g | F9-HP -
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201
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Zaman (saat)

Kiimiilatif salim (%)

Sekil 5.37. F9-HP formiilasyonu icin salim kinetik modeli (Birinci Derece Kinetik)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Birinci derece kinetik icin beklenen salim profili

73



100
90
80
70
60
50
40
30
20
10 3 - =-@=-- Elde edilen Beklenen

0 T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7
Zaman (saat)

Kiimiilatif salim (%)

Sekil 5.38. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Birinci Derece Kinetik, Tiag)

*Elde edilen: Elde edilen salum profili, Beklenen: Birinci derece kinetik (Tiag ile) i¢in beklenen salim

profili
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Sekil 5.39. F9-HP formiilasyonu igin salim kinetik modeli (Birinci Derece Kinetik, Fmax)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Birinci derece kinetik (Fmax ile) igin beklenen salim

profili
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Sekil 5.40. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Birinci Derece Kinetik, Fmax Ve Tiag)

*Elde edilen: Elde edilen salum profili, Beklenen: Birinci derece kinetik (Fmax Ve Tiag ile) icin beklenen

salim profili
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Sekil 5.41. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Higuchi Modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Higuchi Modeli i¢in beklenen salim profili
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Sekil 5.42. F9-HP formiilasyonu i¢in salum kinetik modeli (Higuchi modeli, Tiag)

*Elde edilen: Elde edilen salum profili, Beklenen: Higuchi modeli (Tiag ile) i¢in beklenen salim profili
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Sekil 5.43. F9-HP formiilasyonu igin salim kinetik modeli (Higuchi modeli, Fo)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Higuchi modeli (Fo ile) i¢in beklenen salim profili
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Sekil 5.44. F9-HP formiilasyonu igin salim kinetik modeli (Korsmeyer-Peppas Modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Korsmeyer-Peppas modeli igin beklenen salim profili
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Sekil 5.45. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Korsmeyer-Peppas Modeli, Tiag )

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Korsmeyer-Peppas modeli (Tiag ile) icin beklenen salim
profili
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Sekil 5.46. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Korsmeyer-Peppas modeli, Fo)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Korsmeyer-Peppas modeli (Fo ile) i¢in beklenen salim
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Sekil 5.47. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Hixson-Crowell modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Hixson-Crowell modeli igin beklenen salim profili
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Sekil 5.48. F9-HP formiilasyonu igin salum kinetik modeli (Hixson-Crowell modeli, Tiag )

*Elde edilen: Elde edilen salum profili, Beklenen: Hixson-Crowell modeli (Tiag ile) i¢in beklenen salim

profili
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Sekil 5.49. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Hopfenberg modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Hopfenberg modeli icin beklenen salum profili
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Sekil 5.50. F9-HP formiilasyonu igin salum kinetik modeli (Hopfenberg modeli, Tiag)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Hopfenberg modeli (Tiag ile) igin beklenen salum profili
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Sekil 5.51. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Baker-Lonsdale modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Baker-Lonsdale modeli i¢in beklenen salim profili
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Sekil 5.52. F9-HP formiilasyonu icin salum kinetik modeli (Baker-Lonsdale modeli, Tiag )

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Baker-Lonsdale modeli (Tiag ile) icin beklenen salim
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Sekil 5.53. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Peppas-Sahlin 1 modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Peppas-Sahlin 1 modeli i¢in beklenen salim profili
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Sekil 5.54. F9-HP formiilasyonu igin salum kinetik modeli (Peppas-Sahlin 1 modeli, Tiag )

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Peppas-Sahlin 1 modeli (Tiag ile) icin beklenen salim
profili
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Sekil 5.55. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Peppas-Sahlin 2 modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Peppas-Sahlin 2 modeli i¢in beklenen salim profili
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Sekil 5.56. F9-HP formiilasyonu igin salum kinetik modeli (Peppas-Sahlin 2 modeli, Tiag )

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Peppas-Sahlin 2 modeli (Tiag ile) icin beklenen salim
profili
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Sekil 5.57. F9-HP formiilasyonu icin salim kinetik modeli (Quadratic model)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Quadratic model igin beklenen salim profili
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Sekil 5.58. F9-HP formiilasyonu igin salum kinetik modeli (Quadratic model, Tiag)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Quadratic model (T ile) icin beklenen salim profili
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Sekil 5.59. FO-HP formiilasyonu icin salim kinetik modeli (Weibull 1 modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Weibull 1 modeli i¢in beklenen salim profili
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Sekil 5.60. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Weibull 2 modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Weibull 2 modeli i¢in beklenen salim profili
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Sekil 5.61. FO-HP formiilasyonu icin salim kinetik modeli (Weibull 3 modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Weibull 3 modeli i¢in beklenen salim profili
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Sekil 5.62. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Weibull 4 modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Weibull 4 modeli i¢in beklenen salim profili
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Sekil 5.63. FO-HP formiilasyonu icin salim kinetik modeli (Logistic 1 modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Logistic 1 modeli i¢in beklenen salim profili
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Sekil 5.64. FO-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Logistic 2 modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Logistic 2 modeli igin beklenen salum profili
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Sekil 5.65. FO-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Logistic 3 modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Logistic 3 modeli igin beklenen salim profili
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Sekil 5.66. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Gompertz 1 modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Gompertz 1 modeli igin beklenen salim profili
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Sekil 5.67. F9-HP formiilasyonu i¢in salum kinetik modeli (Gompertz 2 modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Gompertz 2 modeli igin beklenen salum profili
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Sekil 5.68. FO-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Gompertz 3 modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Gompertz 3 modeli igin beklenen salim profili
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Sekil 5.69. FO-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Gompertz 4 modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Gompertz 4 modeli igin beklenen salum profili
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Sekil 5.70. F9-HP formiilasyonu i¢in salim kinetik modeli (Probit 1 modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Probit 1 modeli i¢cin beklenen salum profili
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Sekil 5.71. F9-HP formiilasyonu icin salim kinetik modeli (Probit 2 modeli)

*Elde edilen: Elde edilen salim profili, Beklenen: Probit 2 modeli i¢in beklenen salum profili
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5.2. Biyolojik aktivite calismalar: sonuclari

5.2.1. Invitro antioksidan aktivite ¢calismalari sonuclar:
5.2.1.1. Metal selatlayict yontem sonuglart

Metal selatlayici yontem sonuglar1 Tablo 5.9.’da sunulmustur. Aktivite sonuglarina
gore EDTA ile karsilastirildiginda en yiiksek metal selatlayici antioksidan aktiviteyi F9-
HP kodlu formiilasyon gosterirken en diisiik aktiviteyi HP metanol ekstresi gostermistir.
Kitosanin da metal selatlayict antioksidan aktivitesi oldugu gozlenmis olup aktivite
siralamasit EDTA > F9-HP > F9 (Bos formiilasyon) > HP metanol ekstresi olarak elde

edilmistir.

Tablo 5.9. HP, F9-HP ve F9 i¢cin metal selatlayict yontem aktivite sonuglar

Test maddesi ICs0 (mg.mL™)
HP 6.2972 £ 0.001
F9-HP 0.3790 + 0.002
F9 (Bos formiilasyon) 0.4180 £ 0.001
EDTA 0.1250 + 0.003

*(-) aktivite goriilmemistir.

5.2.1.2. ABTS** (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) radikal katyon

renksizlestirme yontemi sonuglar

ABTS®*" (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) radikal katyon
renksizlestirme yontemi sonuglar1 Tablo 5.10.’da sunulmustur. Aktivite sonuclarina gore
BHT ve Askorbik asit ile karsilastirildiginda en yiiksek ABTS®" katyon renksizlestirici
antioksidan aktiviteyi HP jel gosterirken en diisiik aktiviteyi HP metanol ekstresi
gostermistir. Kitosaninda ABTS®" katyon renksizlestirici antioksidan aktivitesi var
oldugu gézlemlenmis olup aktivite siralamas1 Askorbik asit > BHT > F9-HP > F9 (Bos

formiilasyon) > HP metanol ekstresi olarak elde edilmistir.
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Tablo 5.10. HP, F9-HP ve F9 i¢in ABTS®*" yontemi aktivite sonuglar

Test maddesi ICs0 (Mg.mLY)
HP 3.7537 £ 0.001
F9-HP 0.5120 £ 0.005
F9 (Bos formiilasyon) 1.7060 £ 0.001
Askorbik asit 0.2543 +0.002
BHT 0.4326 +0.001

*(-) aktivite goriilmemistir.

5.2.1.3. Rediikleyici gii¢c sonucglart

Rediikleyici giic yontemi sonucglart Tablo 5.11.°de sunulmustur. Aktivite
sonuclarina gére BHT ve Askorbik asit ile karsilastirildiginda en yiiksek Rediikleyici
giici HP metanol ekstresi gosterirken en diisiik aktiviteyi FO-HP kodlu formiilasyon
gostermistir. F9 (bos formiilasyon) ise etki gdstermemistir. Aktivite siralamasi Askorbik

asit > BHT > HP metanol ekstresi > F9-HP olarak elde edilmistir.

Tablo 5.11. HP, F9-HP ve F9 icin Rediikleyici gii¢ yontemi aktivite sonuglar

Test maddesi ECso(mg.mL™)
AP 1.8587
F9-HP 4.8076

F9 (Bos formiilasyon) -

Askorbik asit 0.085

BHT 0.1564

*(-) aktivite goriilmemistir, ECso: 700 nm’de &lgiilen absorbansin 0.5 oldugu konsantrasyon (mg.mL ™)
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5.2.1.4. DPPH serbest radikal siipiiriicii yontem sonuclari

DPPH serbest radikal siipiiriicii yontemi sonuglari Tablo 5.12.’de sunulmustur.
Aktivite sonuclarina gore BHT ile karsilastirildiginda en yiiksek DPPH serbest radikal
stipiirticii antioksidan aktiviteyi HP metanol ekstresi gosterirken en diisiik aktiviteyi F9-
HP gostermistir. F9 (bos formiilasyon) ise etki gostermemistir. Aktivite siralamast BHT

> HP metanol ekstresi > FO-HP olarak elde edilmistir.

Tablo 5.12. HP, F9-HP ve F9 i¢in DPPH serbest radikal siipiiriicii yontemi aktivite sonuglari

Test maddesi ICs0 (mg.mL")
HP 0.0023 +0.003
F9-HP 0.1109 + 0.001
Bos -

BHT 0.0011 +£0.001

*(-) aktivite goriilmemistir

Sonug¢ olarak antioksidan aktivite sonuglarina gére F9-HP kodlu formiilasyon
belirgin bir sekilde DPPH serbest radikal siipiiriicii, ABTS*" katyon renksizlestirici Ve
Metal selatlayic antioksidan aktivite gosterirken zayif rediikleyici antioksidan potansiyel

gostermistir.

5.2.2. HET-CAM (hen’s egg test on the chorioallantoic membrane assay) yontemi

ile in vivo antiinflamatuvar etkinligi sonuclar

HP ve F9-HP kodlu formiilasyonun ve kontrollerin in vivo antiinflamatuvar etki

sonuglart Tablo 5.13.’te sunulmustur.
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Tablo 5.13. HP ve F9-HPkodlu formiilasyonun in vivo antiinflamatuvar etki sonuglar

Konsantrasyon
Test . Ortalama B )
) (ug.pellet?), jel ve bos o Antiinflamatuvar etki
Maddesi inhibisyon (%) *
icin (embriyo™?)
HP 10 54.17+0.29 Cok zayif
HP 20 62.60 + 0.83 Zayif
F9-HP 10 58.33+0.29 Zayif
F9-HP 20 76.56 + 12.88 Kuvvetli
F9 (Bos 10 pg doza esit
( He ; 43.50 + 0.68 Cok zayif
formiilasyon) formiilasyon
F9 (Bos 20 pg doza esit
( He ; 45.00 +0.73 Cok zayif
formiilasyon) formiilasyon
Hidrokortizon 20 70.55+0.75 Kuvvetli
SDS 20 14.27+0.58 -
Agaroz (kor) %2.5, a/h - -

Skor degerleri ortalama skor + standart sapma (n = 10-15 test maddeleri i¢in ve n = 10 standartlar i¢in).

*p<0.05, SDS ile karsilagtirilmisgtir.

HP’nin ¢ok zayif antiinflamatuvar etkisi (10 pg.pellet?, %54.17 + 0.29) Sekil
5.72.’de, HP’nin zayif antiinflamatuvar etkisi (20 pg.pellet?, %62.60 + 0.83) Sekil
5.73.’te, F9-HP kodlu jelin zayif antiinflamatuvar etkisi (10 pg.embriyo™, %58.33 £ 0.29)
Sekil 5.74’te, F9-HP kodlu jelin kuvvetli antiinflamatuvar etkisi (20 pg.embriyo™,
%76.56 + 12.88) Sekil 5.75.te, F9’un (Bos formiilasyon) ¢ok zayif antiinflamatuvar
etkisi (10 pg.embriyo™?, %43,50 + 0,68) Sekil 5.76.’da, F9’un (Bos formiilasyon) ¢ok
zayif antiinflamatuvar etkisi (20 pg.embriyo™, %45.00 + 0.73) Sekil 5.77.’de;
Hidrokortizon un kuvvetli antiinflamatuvar etkisi (20 pg.pellet?, %70.55 = 0.75) Sekil
5.78.’de, SDS’nin iritan ve inflamatuvar etkisi (20 pg.pellet?) Sekil 5.79.’da, Agaroz ile
normal embriyo gelisimi (% 2.5, a/h) Sekil 5.80.’de sunulmustur.
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Sekil 5.72. HP metanol ekstresinin CAM iizerinde in vivo antiinflamatuvar etkisi-1.* HP 'nin ¢ok zayif
antiinflamatuvar etkisi (10 ug.pellet®, %54.17 +0.29)
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Sekil 5.73. HP metanol ekstresinin CAM iizerinde in vivo antiinflamatuvar etkisi-2. *HP 'nin zayif
antiinflamatuvar etkisi (20 ug.pellet*, %62.60 £ 0.83)
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Sekil 5.74. F9-HP kodlu jelin CAM iizerinde in vivo antiinflamatuvar etkisi-1. *F9-HP kodlu jelin zayif
antiinflamatuvar etkisi (10 ug.embriyo™, %58.33 + 0.29)
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Sekil 5.75. F9-HP kodlu jelin CAM iizerinde in vivo antiinflamatuvar etkisi-2. *F9-HP kodlu jelin
kuvvetli antiinflamatuvar etkisi (20 ug.embriyo™, %76.56 = 12.88)
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Sekil 5.76. F9 kodlu jelin CAM iizerinde in vivo antiinflamatuvar etkisi-1. *F9’un (Bos formiilasyon) ¢ok

zayif antiinflamatuvar etkisi (10 ug.embriyo™, %43,50 % 0,68)
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Sekil 5.77. F9 kodlu jelin CAM iizerinde in vivo antiinflamatuvar etkisi-2. *F9’un (Bos formiilasyon) ¢ok

zayif antiinflamatuvar etkisi (20 ug.embriyo™, %45.00 = 0.73)
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Sekil 5.78. Hidrokortizon 'un CAM iizerinde in vivo antiinflamatuvar etkisi. *Hidrokortizon 'un kuvvetli

antiinflamatuvar etkisi (20 ug.pellet, %70.55 = 0.75)
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Sekil 5.79. SDS 'nin CAM iizerinde in vivo antiinflamatuvar etkisi. *SDS 'nin iritan ve inflamatuvar etkisi

(20 ug.pellet™)
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Sekil 5.80. Agaroz ile normal embriyo gelisimi (%2.5, a/h)
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6. TARTISMA
6.1. Formiilasyonlarin hazirlanmasi ve karakterizasyonu

Kitosanin bir¢ok formda islev gérme yetenegi nedeniyle, ortopedik ve periodontal
uygulamalar, doku miihendisligi, yara iyilestirme ve ilag salim sistemleride dahil olmak
tizere tip endiistrisinde bir¢ok ilgi alanina sahiptir. Kitosan; yapay deri, cerrahi dikisler,
yapay kan damarlari, kontrollii ilag salim1, kontakt lens, géz sulari, bandajlar, siingerler,
yanik pansumanlari, kan kolesterol kontrolii, anti-inflamatuvar etki, timoér inhibisyonu,
antiviral etki, plak inhibisyonu, kemik iyilesmesi tedavisi, yara iyilesmesini hizlandirici,
hemostatik ajan, antibakteriyel ajan, mantar 6nleyici ajan, kilo verme etkisi gibi etkileri
ve yapilari ile biyomedikal alanda oldukga popiilerdir (Ibrahim ve El-Zairy, 2015). Bu
onemli Ozelliklerinden dolay1 ¢aligma kapsaminda jel yapict ajan olarak kitosan tercih

edilmistir.

Kitosan ile yapilan bir ¢alismada, jel formiilasyonlari, %1 (a/h) kitosan (Kitosan-
H, molekiil agirligi: 1.400.000; deasetilasyon derecesi (DA) %80) ve %15 (a/h)
metronidazol benzoat, %1 laktik asit i¢inde ¢oziilerek hazirlanmigtir. Mekanik karistirma
yoluyla hazirlanan jellerde, %1 konsantrasyonda kullanilan kitosan jelin, uygulanabilirlik

agisindan uygun reolojik 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir (Akincibay vd., 2007).

Bir bagka kitosan jel ¢alismasinda oncelikle gerekli suyun yarisina buzlu asetik asit
(%0.5 a/h) ilave edilmis ardindan tam tartilmis kitosan ¢ozeltiye dokiildiikten sonra
sismeye birakilmigtir. Sisme isleminden sonra kalan miktar su ilave edilerek
karistirtlmistir. Jel uygulamadan 6nce hava kabarciklarini gidermek igin bir gece oda
sicakliginda tutulmustur. Jelin pH degeri 5.32 olarak o6l¢iilmiis ve kitosan jeli
hazirlandiktan sonra gerekli miktarda EGF soliisyonu eklenmis ve nihai konsantrasyon
10 pg.mL? olmustur. Ilgili calismada kitosanin molekiiler araligi 650.000 olarak
belirtilmis ve %?2'lik kitosan ¢ozeltisinin viskozite degeri 25°C'de 7903 mPa olarak
Ol¢iilmiistiir (Alemdaroglu vd., 2006).

Bagka bir ¢aligmada ise jeller, %2 (a/h) yiiksek, orta veya diisiik molekiiler agirlikli
kitosan, %1 (h/h) sulu asetik asit i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir. Test edilen numunelere
koruyucu olarak metil paraben sodyum tuzu (%0.1, a/a) eklenmistir. Numuneler
karistirilmis ve elde edilen jel ¢ozeltileri, hava kabarciklarini gidermek i¢in sonikasyona

tabi tutulmustur (Alsarra, 2009).
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Literatiir arastirmasi sonrast bos jel formiilasyonlari, farkli oranlarda (%0.5 a/h,
%1.0 a/h, %1.5 a/h) yiiksek (HMW), orta (MMW) veya diisitk (LM W) molekiiler agirlikli

kitosan, %1 (h/h) sulu laktik asit i¢inde ¢6ziilerek hazirlanmustir.
6.1.1. Formiilasyonlarin fiziksel goriiniisiiniin degerlendirilmesi

Bos jellerde saf, piiriizsiiz, berrak ve kitosandan kaynakli hafif sar1 bir goriintii elde
edilmigken (Bkz. Sekil 5.1. ve Sekil 5.2), HP metanol ekstresi igeren kitosan jellerde, HP
metanol ekstresi kaynakli daha sarimsi bir goriintii elde edilmistir (Bkz. Sekil 5.3. ve Sekil
5.4.). Hazirlanan HP metanol ekstresi igeren jellerin piiriizsiiz olmasi, topikal kullanima
uygunlugunu gostermistir. HP metanol ekstresi igeren jellerin gorsel ve akis olarak
makroskopik olarak incelenmesi ardindan farkli Ozellikler fark edilmistir. Diisiik
molekiiler agirlikli kitosan’1n %0.5 (a/h), %1.0 (a/h) ve %1.5 (a/h) konsantrasyonlart ile
hazirlanan F1, F1-HP, F2, F2-HP, F3 ve F3-HP kodlu formiilasyonlar ile orta molekiiler
agirlikl kitosan’m %0.5 (a/h), %1.0 (a/h) ve %1.5 (a/h) konsantrasyonlari ile hazirlanan
F4, F4-HP, F5, F5-HP, F6 ve F6-HP kodlu formiilasyonlarda diisiik viskozite
gozlenmistir. Yiiksek molekiiler agirlikli kitosan’in %0.5 (a/h), %1.0 (a/h) ve %1.5 (a/h)
konsantrasyonlar1 ile hazirlanan F7, F7-HP, F8, F8-HP, F9 ve F9-HP kodlu
formiilasyonlarda ise en iyi viskozite ve akis Ozelligi ylksek molekiiler agirlikli
kitosan’in %1.5 (a/h) konsantrasyonu ile hazirlanmis olan F9 ve F9-HP kodlu

formiilasyonlarda gozlenmistir.
6.1.2. Formiilasyonlarin pH degerlerinin belirlenmesi

Viicut cilt yiizeyinin (Stratum corneum-SC) normal pH degeri asidiktir. Normal
ciltte pH, 4.1-5.8 araligindadir. Yiiz, govde ve ekstremiteler arasinda kiigiik pH
farkliliklar1 gézlenebilmektedir (Lambers vd., 2006; Segger vd., 2008). En yiiksek pH
degerlerinin ¢eneye ait oldugu bildirilmistir (pH 5.6). En asidik pH degerine sahip alanlar,
alin (pH 4.4) ve iist géz kapagidir (pH 4.6). Onkol volar, burun, boyun, nazolabial kivrim,
yanak ve perioral bolgenin pH degerleri bu degerler arasindadir (Marrakchi ve Maibach,
2007). Fizyolojik bosluklar olan koltuk alti, kasik, parmak aralari ve aniiste pH degerleri
6.1 ile 7.4 arasindadir. Artan pH, farkli bir mikrobiyomu tesvik eder ve bu nedenle bu
alanlar enfeksiyon ve egzama reaksiyonlarina egilimlidir. Sabunlar, deterjanlar gibi dis
etkenler, ancak daha da 6nemlisi, kalic1 {irlinler (6rnegin kozmetikler veya topikal tibbi

tirinler) cilt ylizeyinin normal pH degerini degistirebilir (Proksch, 2018).
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Deri ylizeyinin asidik pH degeri, SC homeostazinin ve bariyer gecirgenliginin
korunmasi i¢in diizenleyici bir faktdr olarak kabul edilmektedir. Asidik pH degerinin en
onemli isglevleri, keratinosit farklilagsma siireci, epidermal lipidlerin ve korneosit lipid
zarfinin olusumu ve islevi, cilt mikrobiyomunun korunmasi ve sonu¢ olarak cilt
rahatsizliklar1 ve hastaliklart ile ilgili gortinmektedir. Topikal iiriinlerin asitlestirilmesi,
normal cilt pH degerine uygunlugu ve 4 ile 6 arasinda pH degerine sahip olmasi gerektigi

konusunda yiiksek diizeyde bir anlasma bulunmaktadir (Luki¢ vd., 2021).

Literatiir taramasi yapildiginda normal cilt pH degeri araliginda formiilasyonlarin
hazirlanmasi i¢in pH ayar1 yapildigt ya da hazirlanan formiilasyonlarin pH degerinin
normal cilt pH araligina sahip olanlarin optimum seg¢ildigi goriilmektedir (Barradas vd.,
2018; B. C. Lee vd., 2019; Lukic vd., 2021; Silva vd., 2014).

Optimizasyon ¢alismas1 dncesinde hazirlanan F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8 ve F9
kodlu bos jellerde sirasiyla 2.88 + 0.01, 3.16 £ 0.03, 3.59 + 0.01, 2.90 £+ 0.00, 3.22 £+ 0.00,
3.56 £ 0.01, 2.98 £ 0.02, 3.17 + 0.04 ve 3.39 + 0.08 olarak elde edilen pH degerleri cilt
yapisinda iritasyona neden olabilecek degerlerde bulunmustur (Bkz. Sekil 5.5.).
Ayarlama yapilip yapilmamasina gerek olup olmadigi belirlemek i¢in HP igeren jeller
hazirlanmis ve F1-HP, F2-HP, F3-HP, F4-HP, F5-HP, F6-HP, F7-HP, F8-HP ve F9-HP
kodlu HP igeren jellerde sirasiyla 2.97 £ 0.01, 3.26 £ 0.02, 3.56 £ 0.02, 2.91 + 0.00, 3.26
+0.01,3.57+£0.03,2.95+0.00, 3.21 £ 0.03 ve 3.48 + 0.05 olarak elde edilen pH degerleri
sebebiyle hazirlanan formiilasyonlarda pH ayar1 yapilmas1 gerektigini ortaya koymustur

(Bkz. Sekil 5.6.).

Hazirlanan ve sodyum bikarbonat ile pH ayar1 yapilan F1-HP, F2-HP, F3-HP, F4-
HP, F5-HP, F6-HP, F7-HP, F8-HP ve F9-HP kodlu HP metanol ekstresi igeren jellerde
sirastyla 4.24 + 0.10, 4.39 £ 0.00, 5.52 £ 0.01, 3.38 £ 0.01, 4.37 £ 0.01, 5.33 £ 0.02, 3.95
+0.01, 4.71 + 0.03 ve 5.67 + 0.02 olarak elde edilen pH degerleri elde edilmistir. Cilt
normal pH degeri dikkate alindiginda pH ayar1 sonras1 F1-HP, F2-HP, F3-HP, F5-HP,
F6-HP, F8-HP ve F9-HP kodlu formiilasyonlarin sahip oldugu pH degerleri uygun
goriilmektedir (Bkz. Sekil 5.7.). Makroskopik ve fiziksel incelemeler sonrasi en iyi
viskozite ve akis 6zelligi formiilasyon olan F9-HP, pH degeri de dikkate alindigindan
optimum olarak tercih edilmis ve geri kalan ¢alismalar F9-HP {izerinden yiiriitilmiistiir

(Lukic vd., 2021; Luki¢ vd., 2021).
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6.1.3. Formiilasyonlarin reolojik davranisinin belirlenmesi

Reolojik davranis belirleme ¢alismalarinda, ilk agsama reolojik verilerin toplanarak,
sistemin hangi tip akis davranisi gosterdiginin belirlenmesidir. Ardindan, elde edilen
verilerin  matematiksel modellerden birine uyumu arastirilmaktadir. Hesaplanan
veriler ve lriin davranigi arasinda bir korelasyon kurulabiliyorsa, daha ileriki
sathalarda reolojik parametreler iiriiniin performans ve davranisinin belirlenmesinde

kullanilmaktadir (Yazan, 2002).

Reolojik olgiimlerde kullanilan cihazlar ¢ok cesitlilik gostermektedir. En 6nemli
avantaji ¢cok az ornekle bile calismaya imkan veren koni-plak viskozimetreler reolojik
ozelliklerin incelenmesinde siklikla kullanilan bir cihaz ¢esididir ve literatiir
incelendiginde bu tip cihazla giiniimiizde hala ¢alisildigi goriilmektedir (Khaing vd.,
2022; Sobral-Souza vd., 2022; Sweeney vd., 2022; Tavares vd., 2022).

Yapilan reolojik incelemelerde kayma gerilimi arttik¢a viskozitenin azaldigi
gozlenmistir (Bkz. Sekil 5.8., Sekil 5.14., Sekil 5.20). Daha 6nce yapilan bir jel
formiilasyonu ¢alismasinda kayma gerilimi ile viskozite arasinda ters bir iliski oldugunu
gdsteren reogramlar gosterilmistir. lgili calismada kayma gerilimindeki artis viskoziteyi
azaltmistir. Hazirlanan jellerin reolojik incelemesinde viskozite azalmasi nedeniyle,
hazirlanan jellerin Newton tipi olmayan psodoplastik akis davranist gosterdigi
belirtilmistir (Bimbrawh vd., 2022). Literatiir bilgisi goz oniine alindiginda bu ¢aligma
kapsaminda hazirlanan F9-HP kodlu jelin psddoplastik akis gosterdigi sdylenebilir.

F9-HP kodlu formiilasyonun akis tipi belirlendikten sonra hangi akis modeline
uygun oldugu incelemesi yapilmistir. Bu amagla kayma gerilimi-kayma hizi verilerine
dayali farkli reolojik akis modelleri, reometre ile saglanan yazilim kullamilarak test
edilmistir. Model incelenmesinde siirtiinme katsayilar1 (CoF) degerleri incelendiginde {i¢
Ol¢limiin ortalamasi1 olarak Bingham, Casson ve Power law modelleri igin sirasiyla
%96.867 + 1.350, %99.033 + 0.569 ve %98.700 £ 0.794 degerleri elde edilmistir (Bkz.
Sekil 5.11., Sekil 5.12., Sekil 5.13., Sekil 5.17., Sekil 5.18., Sekil 5.19., Sekil 5.23., Sekil
5.24. ve Sekil 5.25.). Matematiksel sonuc¢lardan ve sekillerden anlasildig: tizere Casson
ve Power law modellerde daha yiiksek CoF degerleri elde edilmis ve bu iki deger arasinda
yiiksek korelasyon tespit edilmistir (Bkz. Sekil 5.12., Sekil 5.13., Sekil 5.18., Sekil 5.19.,
Sekil 5.24. ve Sekil 5.25.). Sonug olarak standart sapma temelinde secilen en uygun
modellerin Casson ve Power-law modeli olarak bulundugu ve Sekil 5.8., Sekil 5.14., Sekil
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5.20 incelendiginde psddoplastik akig gosteren bir sistem oldugu diisiiniildiigiinde en

uygun akis modelinin Power-law oldugu sdylenebilir.

Bingham ve Casson modelleri plastik sistemleri akma degerine sahip olarak
tamimlarken, Power-law modeli psodoplastik (kayma ile incelen / shear thinning)
sistemler i¢in en uygun modeldir (Abdel-Hamid vd., 2006). F9-HP kodlu jel
formiilasyonu i¢in en uygun model, bu formiiliin goriiniir bir akma degeri gdstermedigini
ortaya koyan ve psddoplastik akisin 6zelligi olan diisiik gerilim degerlerinde akisa kars1
sinirlt direnci gosteren Power-law modeli oldugu sdylenebilir. Bu kayma ile incelme
davranigi, uygulama sirasinda ince, aksi takdirde kalin/kat1 olmas1 gerektiginden, topikal

preparatlar igin arzu edilen bir 6zelliktir (Abdel-Hamid vd., 2006).
6.1.4. Helichrysum pamphylicum metanol ekstresinin analitik validasyon ¢alismasi

Yasal gerekliliklerin 6tesinde, analitik yontemlerin performans: ve giivenilirligi,
farmasoétik dozaj formlarinin kalite kontrolii i¢in esastir. Validasyon 6zellikleri ve resmi
ve bilimsel literatiirde sunulan kilavuzlarin gereklilikleri temelinde, her analitik metot,
performansiyla ilgili parametrelere gore valide edilmelidir. Dogrusallik, kesinlik,

dogruluk, secicilik gibi parametreler deneysel dogrulama igin degerlendirilmelidir (Baby

vd., 20086).

S1v1 kromatografisi, kilcal elektroforez, florimetri, kemiliiminesans dl¢iimii, tlirev
spektrofotometrisi ve kiitle spektrometrisi 6rnek Olgmek i¢in analitik araclar olarak
tanimlanmistir, ancak UV-spektrofotometri rutin kullanim i¢in ¢esitli avantajlar sunar.
Bunlar basitlik, hiz, hassasiyet, ekipmanin bulunabilirli§i ve nispeten diisiik reaktifl

maliyetleridir (Baby vd., 2006; Rolim vd., 2006).

Literatiir incelendiginde avokado kabugu eckstresi (Cerda-Opazo vd., 2021),
Pterocarpus marsupium Roxburgh ekstresi (Manne vd., 2021), Agrimonia eupatoria L.
ekstresi (Mouro vd., 2020), Clitoria ternatea yaprak ekstresi (Chen vd., 2020), kakule
ekstresi (Nejat vd., 2017), nar ekstresi (Badawi vd., 2020) ve zencefil ekstresi (Abo
Mansour vd., 2021) igeren ila¢ formiilasyonlarinin yapildigi calismalarda UV-
spektrofotometri yontemi hem ilag/ekstre miktar tayininde hem de in vitro dissoliisyon

caligmalarinda, 6rnek analizlerinde basariyla kullanildig1 goriilmektedir.

Bu calismada, formiilasyonlardaki HP miktarinin belirlenmesi ve in vitro

dissoliisyon caligmasi i¢in dncelikle HP’e ait analitik bir yontem gelistirilmigtir. 100
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pg.mL? konsantrasyonda HP ¢dzeltisinin UV araliginda (200-400 nm) taranmasiyla elde
edilen maksimum absorbans 308 nm olarak bulunmus (Bkz. Sekil 5.27. ve Sekil 5.29) ve
in vitro dissoliisyon ortami olarak kullanilacak PBS pH 5.5 (Bkz. Sekil 5.30.), HP
icermeyen bos formiilasyon (F9) (Bkz. Sekil 5.31.) 308 nm’de herhangi bir absorbans

vermemistir. Bu durum yontemin se¢iciligini kanitlamaktadir (Rapalli vd., 2020).

Dogrusallik ¢alismast sonucunda elde edilen y = 0.0099x + 0.0011 olan regresyon
denkleminin korelasyon katsayis1 (R?) degeri 0.9999 olarak hesaplanmustir. Literatiir ve
yasal kilavuzlar incelendiginde R? degerinin 1'e yakin (kabul edilebilir minimum
korelasyon katsayis1 kriteri, R> = 0.99'dan biiyiik olmalidir) olmas1 istenmekte ve bu
deger yontemin dogrusalligini kanitlamaktadir (Borman ve Elder, 2017; Enggi vd., 2022;
Guideline, 2005; Migues vd., 2022). Bu bilgi dogrultusunda, bu ¢aligmada 0.9999 olarak
elde edilen R? degeri yontemin dogrusalligini kanitlamaktadir (Bkz. Sekil 5.28.).

Uc¢ giin boyunca yapilan kesinlik c¢alismasi sonucunda 25 upg.mL?
konsantrasyondaki HP igin 1. giin, 2. giin ve 3. giin sonunda sirastyla %0.620, % 0.620
ve %0.233 (Bkz. Tablo 5.2); 35 ug.mL™ konsantrasyondaki HP igin 1. giin, 2. giin ve 3.
giin sonunda sirastyla  %0.440, %1.773 ve %0.872 (Bkz. Tablo 5.3); 45 ugmL™*
konsantrasyondaki HP i¢in 1. giin, 2. giin ve 3. gilin sonunda sirastyla %0.449, %1.647
ve %0.259 (Bkz. Tablo 5.4); olarak elde edilen RSD (%) degerleri %?2’den diisiiktiir.
HP'in her bir kesinlik seviyesinde {i¢ tekrarli ¢ozeltisi i¢in hesaplanan %RSD'nin %2'den

az oldugu tespit edildiginden, yontemin kesin oldugu sonucuna varilmistir (Abdelazim
vd., 2022).

Dogruluk ¢alismasinda 25 pg.mL?, 35 pg.mL™ ve 45 pg.mL? konsantrasyon igin
sirastyla %99.392 + 0.608, %99.629 + 0.371 ve %99.686 + 0.314 olarak elde edilen geri
kazanimlar yontemin dogrulugunu kanitlamaktadir (Bkz. Tablo 5.5.) (Farid vd., 2022).

Tiim bu sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde HP i¢in segici, basit ve ucuz bir

yontem gelistirildigi sOylenebilir.
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6.1.5. Formiilasyonlardaki Helichrysum pamphylicum metanol ekstresi miktarimin

belirlenmesi

Birinci 6l¢iim sonunda elde edilen %99.29 + 0.16 degeri, ikinci 6l¢iim sonucunda
elde edilen %96.60 £ 0.19 degeri ve {iglincii 6l¢iim sonucunda elde edilen 100.60 + 0.19
degerinin ortalamasi %98.83 £ 0.19 bulunmustur ve bu deger F9-HP kodlu formiilasyona

yiiksek oranda HP yiiklendigini kanitlar niteliktedir.
6.1.6. In vitro dissoliisyon ¢alismasi

Kitosan jel formiilasyonundan EGF'nin bir in vitro dissoliisyon analizinin yapildig:
bir calismada, 2 ug.mL™? konsantrasyona sahip 1 mL kitosan jel-EGF formiilasyonu,
gbzenek boyutu 12.000 Da olan bir diyaliz kesesine yerlestirilmis ve kese, 15 kat daha
yiiksek hacim igeren siirekli karistirilan 32 + 0.5 °C'de PBS (pH 5.8) ortam1 bulunan bir
alict kaba daldirilmistir. Belirlenen periyotlarda numune (3 mL) alict kaptan ¢ikarilmis
ve taze tampon ile doldurulmustur. Numuneler belirlenen araliklarda alinmis ve sonra bir
UV spektroflorometre kullanilarak analiz edilmistir. Calismada hazirlanan kitosan jelden
EGF salimiminin 24 saat sonunda %97.3 oldugu bildirilmis ve jel formiilasyonundan
salim kinetiginin birinci derece oldugu bulunmustur. Bu sonuglar jelden EGF salim
hizinin zamanla degistigini gosterir seklinde yorumlanmustir. Ilgili calismada verilen
dissoliisyon grafigi incelendiginde EGF’nin yaklasik ~ %80°1 ilk 500 dakikada (~ 9 saat)

kitosan jelden salinmis ve ardindan yavas salim gézlenmistir (Alemdaroglu vd., 2006).

Molekiiler agirligin ve kitosan konsantrasyonunun selekoksib salim profilleri
tizerindeki eszamanli etkisini incelemek i¢in, dort saatlik bir siire boyunca ¢esitli kitosan
jel formiilasyonlarindan ilacin salim yiizdesi hesaplandig1 bir ¢alismada, orta molekiiler
agirlikli (MMW) kitosan konsantrasyonunun %1.0'dan (a/h) %3.0'a (a/h) yiikseltilmesi,
salinan ilag yiizdesinin azalmasiyla sonuglanmistir. %1.0 (a/h) jel formiilasyonu ile %75
+ 2.2 selekoksib salim orani elde edilmigken %2.0 (a/h) kitosan jeli i¢in ilacin salinma
yiizdesi %66 + 1.8 olarak elde edilmistir. Kitosan konsantrasyonun % 3.0'e (a/h)
yiikseltildiginde ise ilacin yiizdesi %56 + 1.5 olmustur (El-Badry ve Fetih, 2011).

Aym calismada jel formiilasyonlarindan selekoksib salimi iizerindeki kitosan
molekiiler agirliginin etkisi ayrintili bir sekilde incelenmistir. Kullanilan jel olusturucu
kitosanin tiim molekiiler agirliklarinda jel formiilasyonu i¢indeki konsantrasyonu %2.0

(a/h) olarak belirlenmistir. Kullanilan kitosanin molekiiler agirligi ile hazirlanan jellerden
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ilacin salim yiizdesi arasinda ters orantili bir iligki elde edilmistir. Yiiksek molekiiler
agirlikli (HMW) kitosan igin, ilag salim1 %52 + 2.2 olarak elde edilmisken, orta (MMW)
ve diisiik (LMW) molekiil agirlikli dereceler i¢in ilag salim1 %66 + 1.8 ve %71 £ 1.5
olarak elde edilmistir. Salim testinin sonuglari, kitosan konsantrasyonunun veya kitosan
molekiiler agirhiginin arttiritlmasinin, jellerin daha yiiksek viskoziteye yiikseldigi ve
yiiksek viskoziteden dolay1 suyun penetrasyon hizi azaldik¢a ilacin salimini azalttigi

seklinde yorumlanmistir (EI-Badry ve Fetih, 2011).

Lizostafin igeren kitosan (Molekiiler agirlik: 100—150 kDa; asetilasyon derecesi:
%85) jellerin hazirlandig1 baska bir ¢calismada kitosan jelden salinan lizostafin 6lgmek
icin, 100 mg lizostafin yiikli kitosan jele 100 pL distile su ilave edilmis ve jel
siispansiyonu 37°C'de ¢alkalamali su banyosunda tutulmustur. 0, 3, 6, 12, 24, 48 ve 72.
saatlerde numuneden 10uL siipernatant toplanmis ve toplanan jel slispansiyonu 5000
RPM'de 5 dakika santrifiijlenmistir. Farkli zaman araliklarinda toplanan siipernatant,
Bradford tahlili ile analiz edilmistir. Sonuglar, lizostafin igeren kitosan jelden lizostafin’in
ilk 12 saatte %50°den fazlasi, 24 saat i¢inde %95 oraninda salindig1 seklinde belirtilmistir
(Nithya vd., 2018).

Seyreltik laktik asit ¢ozeltisinde (%2 a/a) lidokain hidrokloriir igeren kitosan
jellerin hazirlandig1 bir calismada lidokain hidrokloriir’iin farklt molekiiler agirlikta
kitosan ile hazirlanan jellerden salimi, diyaliz selilloz asetat membrani kullanilarak
belirlenmistir Ilgili ¢aliymada yiiksek molekiil agirlikli kitosan ile hazirlanan farkli
jellerde jellerde ilk 6 saatte %70 ile %90 oraninda lidokain hidrokloriir salim1 gortildiigi

bildirilmistir (Varshosaz vd., 2006).

Yapilan bu calismada HP, pH 5.5 PBS ortaminda 1. saatin sonunda %79.838 +
3.095, ikinci satin sonunda ise %97.397 + 2.086 salim oran1 gostermistir. 3. saat sonunda
%100.348 + 1.373 salim orani ile HP’nin tamami pH 5.5 PBS ortaminda salinmistir (Bkz.
Tablo 5.7.). HP iceren F9-HP koldu kitosan jel formiilasyonundan HP salim oranlarina
abkildiginda 3. saat sonunda, 9%55.278 =+ 5.385 miktarlarinda HP salim orani
gozlemlenmistir. F9-HP koldu kitosan jel formiilasyonundan HP salim1 9. saat sonunda
99.867 £ 1.969 olarak elde edilmis ve HP’nin tiimii F9-HP koldu kitosan jel
formiilasyonundan salinmistir (Bkz. Tablo 5.7.). Literatiire uygun olarak F9-HP kodlu
formiilden HP salimi, saf HP ile karsilastirildiginda F9-HP kodlu formiilasyonun daha
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yavasg ve 9 saatlik bir uzatilmig salim yaptig1 oldukca agiktir (Bkz. Sekil 5.33.-Sekil
5.34.).

6.1.7. Salim Kinetigi

Salim oranlar1 ve kiimiilatif salim profilleri elde edildikten sonra, salim kinetigini
belirlenmesi agisindan en 6nemli ve popiiler dort kriteri belirlemek igin veriler DDSolver
programina aktarilmistir. Bu dort kriter Akaike bilgi kriteri (AIC), korelasyon katsayisi
(r?), diizeltilmis korelasyon katsayisi (r’agjused) ve Model se¢me kriteri (MSC) kriter
olarak belirlenmistir. Degerlendirmede en yiiksek 12, ragjustes, MSC degeri ile en diisiik
AIC degeri baz alinmistir. Programda Sifirinci-derece, Sifirinci-derece (Tiag), Sifirinct
derece (Fo), Birinci-derece, Birinci-derece (Tiag), Birinci-derece (Fmax), Birinci-derece
(Tiag Ve Fmax), Higuchi, Higuchi (Tiag), Higuchi (Fo), Korsmeyer-Peppas, Korsmeyer-
Peppas (Tiag), Korsmeyer-Peppas (Fo), Hixson-Crowell, Hixson-Crowell (Tiag),
Hopfenberg, Hopfenberg (Tiag), Baker-Lonsdale, Baker-Lonsdale (Tiag), Peppas-Sahlin,
Peppas-Sahlin 1 (Tiag), Peppas-Sahlin 2, Peppas-Sahlin 2 (Tiag), Quadratic, Quadratic
(Tiag), Weibull 1, Weibull 2, Weibull 3, Weibull 4, Logistic 1, Logistic 2, Logistic 3,
Gompertz 1, Gompertz 2, Gompertz 3, Gompertz 4, Probit 1 ve Probit 2 modelleri
incelenmistir (Zhang vd., 2010; Zuo vd., 2014).

llaglarin ¢oziinmesi, salinmas1 ve salim kinetikleri; tabletler, kapsiiller gibi kat1
dozaj formlari, kremler, merhemler ve implantlar gibi yar1 kat1 dozaj formlari i¢in ilaglar
saatler, haftalar ve yillar arasinda degisen amaclanan zaman periyodu boyunca veren
onemli bir olgudur. Siirekli, gecikmeli, kontrollii salimli dozaj formlar1 ve yeni ilag
dagitim sistemi gibi her tirlii degistirilmis salimli dozaj formlarmin tasarimi ve
optimizasyonu igin de gecerlidir (Paarakh vd., 2018). llaglarin tasiyict sistemden
salinmalari, viicut stvilarinin sistemlere girerek i¢ katmanlara ulagmasi ve ilag ile sivinin
reaksiyona girmesi ve bdylece molekiiliin sistem ylizeyine hareket etmesi ve dozaj
formundan tam gegisi ile saglanir. Mekanistik matematik teorileri, difiizyon, ¢6ziinme,
sisme, erozyon, ¢okelme ve/veya bozunma gibi gergek olaylara dayanir (Frenning ve

Stremme, 2003; Lemaire vd., 2003; Narasimhan, 2001).

Tablo 5.8 incelediginde F9-HP kodlu formiilasyon i¢in ilk 6 saatte Korsmeyer-
Peppas ve Peppas-Sahlin modelleri arasinda yiiksek korelasyon elde edilmistir. Elde
edilen bu korelasyon yiiksek molekiiler agirlikli kitosan ile hazirlanan sistemlerin tek bir

salim mekanizmasimin olmadigr birden fazla mekanizma ile salim yaptiginin
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gdstergesidir. (Zhang vd., 2010). ilag tastyici sistemlerden etkin madde salimimin birden
fazla modele uyabilecegi daha 6nce literatiirde bildirilmistir (Oztiirk ve Kiyan, 2020; H.
Yang vd., 2019).

Modeller arasinda yiiksek korelasyon gozlemlendigi i¢in 6zellikle Korsmeyer-
Peppas modelinde 'n' degeri, ilag salim mekanizmasini gosteren diflizyon tissiidiir. Salim
mekanizmasiyla ilgili olan n degeri farkli degerler ve araliklarda olabilir. Bu deger ve
araliklar su sekilde olabilir; N <0.5,n=0.5,05<n<1.0,n=1yadan>1.0. Egern <
0.5 ise ilag tastyict sistemin yari-fickian diflizyon mekanizmasi ile salim yaptigi, n=0.5
ise ilag tastyici sistemin fickian difiizyonu mekanizmasi ile salim yaptigi, 0.5 <n < 1.0
ise ilag¢ tastyici sistemin anomalus (fickian olmayan) difiizyon mekanizmasi ile salim
yaptig1, n=1 ise ilag tasiyici sistemin Fickian olmayan durum II mekanizmasi ile salim
yaptig1 ve n > 1.0 ise ilag tasiyict sistemin Fickian olmayan siiper durum II mekanizmasi
ile salim yaptig1 literatiirde bildirilmistir (Basak vd., 2006). F9-HP kodlu formiilasyonun
Korsmeyer-Peppas modeli i¢in ilk 6 saatlik salim kinetiginde n degeri 0.619 olarak
gbzlemlenmistir. Bu bilgi dogrultusunda bu ¢alismada hazirlanan ilag tasiyici sistemin

anomalus (fickian olmayan) difiizyon mekanizmasi ile salim yaptig1 sdylenebilir.
6.2. Biyolojik aktivite calismalari

6.2.1. Invitro antioksidan aktivite ¢alismalar:

Antioksidan, diger molekiillerin oksidasyonunu engelleyen bir molekiildiir.
Oksidasyon, elektron veya hidrojeni maddelerden oksitleyici bir ajana aktaran kimyasal
bir reaksiyondur. Oksidasyon reaksiyonlar1 serbest radikaller {iretebilir. Sirasiyla bu
radikaller zincirleme reaksiyonlar1 baslatabilir, zincirleme reaksiyonlar bir hiicrede
meydana geldiginde hiicrede hasara veya 6liime neden olabilir. Antioksidanlar, serbest
radikal ara maddelerini uzaklastirarak bu zincir reaksiyonlarimi sonlandirir ve diger

oksidatif reaksiyonlari inhibe eder (Moharram ve Youssef, 2014).

Antioksidan terimi, kiiciik miktarlarda kolayca oksitlenebilen malzemelerin
oksidasyonunu oOnleyebilen veya biiylik Olgiide geciktirebilen maddeler veya diisiik
konsantrasyonlarda mevcut oldugunda bu maddelerin oksidasyonu Onemli Olglide
geciktiren veya Onleyen maddeler gibi gesitli sekillerde tanimlanmistir (Halliwell ve
Gutteridge, 2015). Antioksidanlar, organizmanin serbest radikallerin saldirisina bagh

patolojilere karsi savunma mekanizmalarindan sorumludur. Bu nedenle, antioksidanlar
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kanser, Parkinson, Alzehemir veya ateroskleroz gibi oksidatif strese neden olan

dejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde rol oynar (Pisoschi ve Negulescu,
2011).

Etki sekline gore antioksidanlar hidrojen atomu transferi (HAT) ve tek elektron
transferi (SET) deneyleri olmak iizere iki ana gruba ayrilabilir. HAT tabanli testler, bir
antioksidanin serbest radikalleri (genel olarak biyolojik olarak daha uygun oldugu
diisiiniilen peroksil radikalleri) H-atom bagisi ile sondiirme kapasitesini 6l¢er. Cogu SET
bazl1 analizde, antioksidan etki uygun bir redoks potansiyeli prob ile simiile edilir, yani
antioksidanlar peroksil radikalleri yerine floresan veya renkli bir prob (oksitleyici ajan)
ile reaksiyona girer (Moharram ve Youssef, 2014).

Hidrojen Atomu transfer yontemlerine (HAT) o6rnek olarak Oksijen radikali
absorbans kapasitesi (ORAC), lipid peroksidasyon inhibisyon kapasitesi (LPIC), toplam
radikal tutucu antioksidan parametresi (TRAP), engellenmis oksijen alim1 (IOC), crocin
agartma nitrik oksit radikal inhibisyon aktivitesi, p-NDA (p-butrisidunetil anilin) ile
hidroksil radikal siipiirme aktivitesi, H2O> radikallerin temizlenmesi, ABTS radikal
siiptirme ve alkali ile siiper oksit radikal olusumunun temizlenmesi (SASA) yontemleri
verilirken; elektron transfer yontemlerine (SET) trolox esdeger antioksidan kapasitesi
(TEAC) renk giderme, Antioksidan giicii azaltan demir (FRAP), DPPH serbest radikal
stiptiricti ve Bakir(Il) indirgeme kapasitesi 6rnek verilebilir (Frankel ve Finley, 2008).
Bu c¢alisma kapsaminda hazirlanan jellerin antioksidan etkinliklerini belirlemek icin
metal selatlayict yontem, ABTS yontemi, rediikleyici giic yontemi ve DPPH serbest

radikal siipiiriicli yontem kullanilmistir.

Metal selatlayic1 yontem sonuclarina gore en yiiksek metal selatlayici antioksidan
aktiviteyi F9-HP kodlu formiilasyon gosterirken en diisiik aktiviteyi HP metanol ekstresi
gostermistir. Kitosanin da metal selatlayici antioksidan aktivitesi oldugu gozlenmistir
(Bkz. Tablo 5.9.). ABTS radikal katyon renksizlestirme yontemi sonuclarina gére BHT
ve Askorbik asit ile karsilastirildiginda en yiliksek ABTS katyon renksizlestirici
antioksidan aktiviteyi HP jel gosterirken en diisiik aktiviteyi HP metanol ekstresi
gostermistir. Kitosanin da ABTS katyon renksizlestirici antioksidan aktivitesi var oldugu
gbzlemlenmistir (Bkz. Tablo 5.10.). Rediikleyici giic yontemi sonuglarina gore en yiiksek
Rediikleyici giici HP metanol ekstresi gosterirken en diisiikk aktiviteyi F9-HP kodlu

formiilasyon gostermistir. F9 (bos formiilasyon) ise etki gostermemistir (Bkz. Tablo
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5.11.). DPPH serbest radikal siipiiriicli yontemi sonuglar1 gore en yiiksek DPPH serbest
radikal stipliriicii antioksidan aktiviteyi HP metanol ekstresi gosterirken en diisiik
aktiviteyi F9-HP gostermistir. F9 (bos formiilasyon) ise etki gostermemistir (Bkz. Tablo
5.12.) Tim antioksidan aktivite sonuglarina gore F9-HP kodlu formiilasyon belirgin bir
sekilde DPPH serbest radikal siipiiriicii, ABTS katyon renksizlestirici ve Metal selatlayici
antioksidan aktivite gosterirken zayif rediikleyici antioksidan potansiyel gostermistir.
Literatiir incelendiginde kitosanin kendisinin de antioksidan etkinlikte oldugu
bildirilmistir (Guo vd., 2005; Kogan vd., 2004; Sun vd., 2004; Xie vd., 2001). Metal
selatlayici antioksidan aktivite ve ABTS yontem sonuglarinda hazirlanan jellerde yiiksek
aktivite elde edilmesi kitosandan dolay1 oldugu diisiiniilmiistiir. Sonug olarak bu ¢alisma
kapsaminda hazirlanan F9-HP kodlu formiilasyon hem kitosan hem de HP ekstresi

kaynakli olarak farkli mekanizmalar ile antioksidan aktivite gostermistir.
6.2.2. HET-CAM yontemi ile in vivo anti-inflamatuvar etkinlik ¢calismalari

Anjiyogenez veya neovaskiilarizasyon, onceden var olan damarlardan yeni kilcal
damarlarin olusumu, fizyolojik olarak saglikli viicutta doku onarimi, yara iyilesmesi,
embriyogenez ve disi lireme sisteminde hayati bir rol oynayan fizyolojik proseslerdir
(Walsh ve Pearson, 2001). Biiyiime faktorleri, sitokinler, proteolitik enzimler, integrinler
ve hiicre dis1 matris bilesenleri gibi proanjiyogenik ve antianjiyogenik aracilar arasindaki
denge ile diizenlenir ve sadece daha Once belirtilen fizyolojik siirecler sirasinda agilir
(Biirgermeister vd., 2002). Kanser, kronik inflamasyon, kardiyovaskiiler hastaliklar,
otoimmiin hastaliklar, diyabetik retinopati, sedef hastalig1, endometriozis ve obezite gibi
patolojiler anjiyojenik dengenin bozulmasina neden olarak anjiyojenik aktivasyona neden
olabilir ve patolojik olarak neovaskiilarizasyon olusabilir (Carmeliet ve Jain, 2000;
Ribatti, 2005, 2008). Anjiyogenez ile inflamasyon arasindaki iligki, daha 6nce iltihapli
lezyonlarda neovaskiilarizasyonun tanimlanabilecegi ve daha 6nce romatoid artrit dahil
bir¢cok inflamatuvar hastaligin histolojik bulgularindan biri olabilecegi bildirilmistir
(Griffioen ve Molema, 2000). Bu nedenle inflamasyon ve anjiyogenezin beraber oldugu

bir proses olduklar1 kabul edilir (Biirgermeister vd., 2002).

HET-CAM testi ¢ok kullanisli, ucuz ve uygulamasi basit, hem steroidal hem de
nonsteroidal ajanlara duyarlidir ve ucgucu yaglar, sentetik terapotikler, ilag
formiilasyonlar1 ve kozmetikler, bitki 6zleri dahil olmak iizere dogal iiriinlerin anti-

inflamatuvar, teratojenik, olasi toksik ve yan etkileri ve tahris potansiyelini taramak igin
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kullanimaktadir (D’arcy ve Howard, 1967; Hariram Nile ve Won Park, 2013; Paper vd.,
2005; Ribatti, 2016; Schrage vd., 2010; Seow vd., 2014; Steiling vd., 1999). HET-
CAM’in Draize tavsan gozii testi gibi deneylere tercih edilen bir in vivo hayvan alternatif
testi oldugu bilinmektedir (Wilson ve Steck, 2000). Deneysel siirecin ilk (erken)
embriyonik biiylime boliimiinde, 3-7. giinler arasinda gerceklesmesi nedeniyle, test
prosediirii herhangi bir etik kurul onay1 gerektirmez (Kue vd., 2015; Ozgiirtas, 2009;
Ribatti vd., 2001).

HET-CAM sonuglarma gore HP metanol ekstresi 10 pg.pellet® olarak
kullanildiginda %354.17 + 0.29 oraninda ¢ok zayif antiinflamatuvar etki, 10 pg.pellet™
olarak kullanildiginda ise %62.60 + 0.83 oraninda zayif antiinflamatuvar etkili oldugu
belirlenmistir (Bkz Sekil 5.72., Bkz Sekil 5.73. ve Bkz Tablo 5.13.). HET-CAM
sonuglarina gore F9 kodlu bos formiilasyonlar 10 pg.embriyo® ve 20 pg.embriyo™
konsantrasyonlarinda sirastyla %58.33 + 0.29 ve %76.56 + 12.88 oranlarinda zayif
antiinflamatuvar etkinlik gostermistir (Bkz Sekil 5.74., Bkz Sekil 5.75 ve Bkz Tablo
5.13.). Sadece kitosandan olusan F9 kodlu jelin, HP metanol ekstresi kadar

antiinflamatuvar etkinligi tespit edilmistir.

Inflamasyon, olumsuz bir uyarana maruz kaldiktan sonra yapisal ve fonksiyonel
biitiinliiglinli yeniden saglamak amaciyla belirli bir bagisiklik ve inflamatuvar hiicre
grubu tarafindan bir doku bélmesinde yonlendirilen insan viicudunun enfeksiyon veya
yaralanmasina kars1 ilk koruyucu tepkisidir (Kim, 2018; Wang vd., 2017). Kitosan ve
tirevlerinin antiinflamatuvar ve proinflamatuvar 6zellikleri hakkinda ¢ok sayida
arastirma yapilmistir (Chung vd., 2012; Friedman vd., 2013; Li vd., 2014, 2018; Ma vd.,
2011; Oliveira vd., 2012; E.-J. Yang vd., 2010). Yapilan bir ¢alismada kitosanin
antiinflamatuvar aktivitesine ana katkinin, molekiiliinii olusturan yapisal elementler
tarafindan yonlendirildigi, ancak molekiiler agirliga bagl olmadig1 sonucuna varilmistir
(Gallo vd., 2017). Bu literatiir bilgileri dogrultusunda Sadece kitosandan olusan F9 kodlu

jelin antiinflamatuvar etkinliginin oldugu dogrulanabilir.

HET-CAM sonuglarina gore F9-HP kodlu jelde doza bagli olarak antiinflamatuvar
etkinligi degismistir. 10 pg.embriyo? ve 20 pg.embriyo? dozlarda sirasiyla zayif
antiinflamatuvar (%58.33 + 0.29) ve kuvvetli antiinflamatuvar ( %76.56 £ 12.88) etki
belirlenmistir. 20 pg.embriyo™ dozda HP metanol ekstresinin ve kitosanin Sinerjistik etki

ile kuvvetli antiinflamatuvar etki gosterdigi sdylenebilir.
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7. SONUC

Bu galismada Helichrysum pamphylicum metanol ekstresi igeren kitosan bazli jeller
basarili bir sekilde tretilmistir. Makroskopik ve fiziksel incelemeler sonrasi en iyi
viskozite ve akis 6zellikli formiilasyon olan F9-HP, pH degeri de dikkate alindigindan
optimum olarak tercih edilmis ve geri kalan ¢aligmalar F9-HP {izerinden yiiriitiilmiistiir.
F9-HP kodlu jelin psodoplastik akis gosteren bir sistem oldugu belirlenmistir. F9-HP
kodlu jel formiilasyonu i¢in en uygun model, bu formiiliin goriiniir bir akma degeri
gostermedigini ortaya koyan ve psodoplastik akisin 6zelligi olan diisiikk gerilim
degerlerinde akisa kars1 sinirli direnci gosteren Power-law modeli oldugu gosterilmistir.
Bu kayma ile incelme davranisi, uygulama sirasinda ince, aksi takdirde kalin/kati olmasi
gerektiginden, topikal preparatlar igin arzu edilen bir Ozelliktir. Helichrysum
pamphylicum metanol ekstresi miktar1 F9-HP kodlu kitosan bazl jelde %98.83 + 0.19
bulunmustur ve bu deger F9-HP kodlu formiilasyona yiiksek oranda HP yiiklendigini
kanitlar nitelikte oldugu diistintilmiistiir. F9-HP kodlu formiilden HP salimi, saf HP ile
karsilastirildiginda F9-HP kodlu formiilasyonun daha yavas ve 9 saatlik bir uzatilmis
salim yaptig1 belirlenmistir. Salim kinetigi caligmalar1 dogrultusunda bu ¢aligmada
hazirlanan ilag tasiyict sistemin anomalus (fickian olmayan) difiizyon mekanizmasi ile
salim yaptig1 bulunmustur. Antioksidan aktivite sonuglarina goére F9-HP kodlu
formiilasyon belirgin bir sekilde DPPH serbest radikal siipiiriicii, ABTS®" katyon
renksizlestirici ve Metal selatlayict antioksidan aktivite gosterirken zayif rediikleyici
antioksidan potansiyel gostermistir. HET-CAM sonuglarina gore F9-HP kodlu jelde doza
bagl olarak artan ve 20 ug.embriyo™ dozda kuvvetli antiinflamatuvar etkinligi elde
edilmistir. 20 pg.embriyo* dozda HP metanol ekstresinin ve kitosanin sinerjistik etki ile
kuvvetli antiinflamatuvar etki gosterdigi belirlenmistir. Sonug olarak bu ¢alismada hem
antioksidan hem de antiinflamatuvar tedavide kullanilabilecek Helichrysum
pamphylicum metanol ekstresi igeren kitosan bazli jellerin basarili bir sekilde formiile
edilip karakterize edildigi sodylenebilir. Calismanin ileri asamalarinda farkli in vivo

hayvan deneyleri ve insan deneyleri yapilmasi planlanmaktadir.
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