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Antioksidan Etkili Rutin Iceren Mikroemiilsiyon ve Mikroemiilsiyon Jel
Formiilasyonlarimin Gelistirilmesi, Karakterizasyonu ve Etkinliginin
Incelenmesi

Cigdem YUCEL “*, Tugba EREN BONCU !, Gokce SEKER KARATOPRAK 2,
Rukiye Nur AKPOLAT &

0Z

Amagc: Caligmada antioksidan etkili dogal bilesik olan rutinin, mikroemiilsiyon (ME) ve mikroemiilsiyon jel (MEj)
formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve uzatilmis antioksidan etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gerec ve Yontemler: Farkli oranlarda yag/su/yiizey etkin madde:yardimc yiizey etkin madde kullanilarak hazirlanan
ME formiilasyonlarinin damlacik biyiikliikliikleri, zeta potansiyel degerleri, viskoziteleri ve bekletme, santrifiij ve
dondurup ¢6zme islemleri sonrasindaki stabiliteleri tayin edilmistir. Alti farkli ME formiilasyonu arasindan belirlenen
stabil formiilasyonlar ile MEj formiilasyonlari, %1°lik (a/h) Karbopol 938 kullanilarak hazirlanmigtir. Karakterizasyon
calismalar1 yani sira 1.929 fare fibroblast hiicre hatt1 kullanilarak hiicre kiiltiiriinde toksisite testi, in vitro salim ve hiicre
geeis caligmalart yapilmistir. Veriler 1518inda en iyi belirlenen formiilasyonun (F2 ME) antioksidan aktivitesi, 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) ve (2,2-Azino-bis3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTSe+) radikal siipiiriicii etki
ile belirlenmisgtir.

Bulgular: Alt farkli mikroemiilsiyon formiilasyonu gelistirilmis ve karakterize edilmistir. Toksisite ¢alismasina gore,
rutin ¢Ozeltisi ve rutin ile gelistirilen formiilasyonlar toksik bulunmamustir. Karakterizasyon, in vitro salim ve hiicre
gegis caligmasi verileri ile en iyi formiilasyon olarak belirlenen F2 kodlu ME formiilasyonundan salinan rutin miktarinin
antioksidan etkisi incelenmis ve DPPH® ve ABTS™ radikallerini siipiiriicii etkisi ispatlanmugtir.

Sonug¢: Sonug olarak, bu ¢alisma ile toksik etkisi bulunmayan, yeni, rutin yiikliit ME ve ME;j formiilasyonlar1 basariyla
gelistirilmis, uzatilmis antioksidan etkinlik kanitlanmistir. Bu ¢alismada gelistirilen rutin yiikli ME formiilasyonunun
topikal uygulama i¢in potansiyel olusturdugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Rutin; mikroemiilsiyon; mikroemiilsiyon jel; antioksidanlar.

Development, Characterization and Evaluation of Effectiveness of Microemulsion and
Microemulsion Gel Formulations Containing Antioxidant Effective Rutin

ABSTRACT

Aim: In this study, it was aimed to develop microemulsion and microemulsion gel formulations of a natural product
(rutin) that possesses antioxidant effect and to evaluate its prolonged antioxidant activity.

Material and Methods: The droplet size, zeta potential, viscosity values and stability profiles following the holding,
centrifugation and freeze-thawing processes applied to the ME formulations, prepared by using different ratios of
oil/water/surfactant and co-surfactant, were determined. The most stable formulations out of the six different ME
formulations were selected and then, the ME gel formulations were prepared using 1% (w/v) Carbopol 938. Besides
characterization studies, toxicity test on cell culture with using L929 mouse fibroblast cell line, in vitro release and cell
permeation studies were performed. Antioxidant activity of optimum formulation (F2 coded ME) were measured using
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) ve 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTSe+) radical
scavenging effect.

Results: Six different ME formulations were developed and characterized. According to the toxicity study, rutin
solution and rutin loaded formulations were not toxic. The antioxidant effect of the rutin released from the F2 coded
ME formulation which was determined to be optimum formulation by characterization, in vitro release and cell
permeation studies data was investigated and the scavenging effects of DPPH and ABTS + radicals were proven.
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Conclusion: In conclusion, new, nontoxic, rutin loaded
ME and ME gel formulations were successfully
developed and prolonged antioxidant activity was proved.
It is assumed that the rutin loaded ME formulation
developed in this study has a great potential for topical
application.

Keywords: Rutin; microemulsion; microemulsion gel;
antioxidants.

GIRIS

Mikroemiilsiyonlar (ME); yag, su ve ylizey etkin madde
(YEM) ve genellikle bir yardimc1 YEM igeren izotropik,
termodinamik olarak stabil, mikro boyutta kiiresel
damlaciklara sahip, yag ve su fazlar1 arasinda ¢ok diigiik
ara yiizey gerilimi ile karakterize, saydam veya yari
saydam heterojen kolloidal sistemlerdir (1,2). Yapilarina
bagli olarak su iginde yag (y/s), yag i¢inde su (s/y) ve ¢ok
fazli  sistemler (s/y/s veya y/sly gibi) olarak
smiflandirilabilirler (1-3). Diisiik viskoziteli, saydam ve
stabil bir ME olusumu i¢in yag-su ara yiizlinde ara yiizey
gerilimini agsan bir ara yiizey basinct olusmasi
gerekmektedir. Bu da ideal oranlarda ve uygun YEM ve
yardime1r YEM kullanilmasiyla saglanabilmektedir (4).
Deri, yabanci maddelerin ve UV isinlarinin viicuda
girmesini en aza indiren benzersiz ve karmagik bir
bariyerdir. Deriden zararli bilesiklerin yani sira ilaglarin
gecisi de Onlenmektedir (5). ME’lar kiigiik damlacik
boyutlar1 sayesinde c¢ok diisiik yiizey gerilimine yol
acarak, etkin maddelerin ¢Oziliniirlik, absorpsiyon ve
permeasyon Ozelliklerini ve terapétik etkilerini iyilestiren
sistemlerdir (1). Topikal ve transdermal yolla uygulanan
ilaglarin terapdtik etki gdstermesini saglamak igin doku
engelinin asilmasi gerekmektedir. Bu amagla, essiz
formiilasyon 6zellikleri, termodinamik stabiliteleri,
milkkemmel biyouyumluluklart ve hidrofilik ve lipofilik
alanlarin varligina bagli olarak hem hidrofilik hem de
lipofilik etkin maddelerin ciltten penetrasyonlarini
arttirma  kabiliyetleri nedeniyle ME’lar, lokal etki
saglamak ve deriden ilacin penetrasyonunu arttirmak icin
topikal ve transdermal ilag tasiyict sistem olarak
onerilmektedir (3,5,6).

Rutin, adin1 rutin igeren Ruta graveolens bitkisinden alan,
bitkilerde dogal olarak bulunan flavonol yapisina sahip
lipofilik bir maddedir (7,8). Rutosid ve quercetin-3-
rutinoside olarak da bilinen rutinin yapisinda flavonolik
quersetin ve disakkarit rutinoz bulunmaktadir. Rutinin
antioksidan, antienflamatuar, &strojenik,  sitotoksik,
antitimor ve antiviral etkileri oldugu bilinmektedir.
Rutinin kimyasal yapist Sekil 1’deki gibidir (8).

OH o

OH OH OH

OH
Sekil 1. Rutinin kimyasal yapisi (8)

ME’lar diisiik damlacik ¢aplar1 sayesinde, yagda ¢oziinen
etkin maddelerin dogrudan yag damlaciklarindan derinin

stratum  korneum  tabakasmna  gecisine  olanak
saglamaktadir. Bu sayede etkin maddenin deriden
penetrasyonunun arttig1 diistiniilmektedir 9).

Calismamizda, lipofilik antioksidan bir etkin madde olan

rutinin -~ ME  formiilasyonu  gelistirilerek  deriden
penetrasyonunun arttirilmast  amaglanmigtir.  Bununla
birlikte, ME’larin diisik  viskoziteleri cilde

uygulanabilirlik problemi yaratabilmektedir (10). Bu
amagla c¢aligmamizda, viskozitenin arttirillmasi amaciyla
mikroemiilsiyon jel (MEj) formiilasyonlar1 da
hazirlanmistir. Farkli oranlarda yag/su/YEM kullanilarak
gelistirilen ME’larin damlacik c¢aplar1 ve zeta potansiyel
degerleri degerlendirilerek, ideal cap ve zeta potansiyel
degerine  sahip rutin yikli ME ve ME;j
formiilasyonlarmin in  vitro salim, hiicre kiiltiiri
calismalari ile toksisite ve hiicreden gecis ozellikleri ve
antioksidan etkinlikleri incelenmistir.

GEREC VE YONTEMLER

Calisma kapsaminda etkin madde olarak rutin (Sigma,
Almanya), YEM olarak Tween 20 (Merck, Almanya),
yardimc1 YEM olarak Polietilen glikol 400 (Loba
Chemie, Hindistan) ve sabit yag olarak zeytinyag
(Komili, Tiirkiye) kullanilmistir.  Hicre  kiiltiirii
caligmalarinda 1929 fare fibroblast hiicre hatti
(ATCC® CCL-1™) ve steril hiicre kiiltiirli malzemeleri
(Corning®) kullanilmstir.

Rutinin UV Spektrofotometre ile Miktar Tayini
Yonteminin Gelistirilmesi

Rutinin miktar tayini i¢in UV spektrofotometrik yontem
gelistirilmistir. Bunun i¢in rutinin 100 pg/mL’lik stok
¢ozeltisi (distile su:metanol; 7:3) hazirlanmustir. Stok
¢ozeltisinden diliisyonlar yapilarak bir seri (10-80
pg/mL) rutin  ¢ozeltisi hazirlanmistir.  200-550 nm
araliginda dalga boyu taramasi kore karsi yapilarak, Apax
degeri bulunmustur. Hazirlanan rutin ¢ozeltileri ile
belirlenen A dalga boyunda dlgtimler yapilarak, yontem
validasyonu gergeklestirilmistir.

Mikroemiilsiyonlarin Hazirlanmasi

Calismamizda, ME formiilasyonlar1 titrasyon yontemi ile
hazirlanmistir (11). Yag fazina 2:1 oraninda Tween
20:Polietilen glikol (PEG) 400 karisimi ilave edilerek
manyetik karistiricida yarim saat siireyle oda sicakliginda
400 rpm doniis hiziyla siirekli karigtirilarak {izerine
hesapli miktarda su damla damla ilave edilmistir. Yag,
YEM ve yardimer YEM ve suyun farkli oranlarda
kullanilmasiyla  hazirlanan ME  formiilasyonlariin
icerikleri Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. ME formiilasyonlarinin bilegimi

Zevti . Tween Z-I(—)W:Ene S

. eytinya, : u

Formiilasyon (0;; a/};)g 4ZO.PEG 400 (% a/a)

00 oram (% ala)

F1 5 211 50 45
F2 5 2:1 55 40
F3 75 2:1 45 47,5
F4 7,5 2:1 47,5 45
F5 10 2:1 45 45
= 10 211 50 40

PEG: Polietilen glikol, a/a: agirlik/agirlik
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Mikroemiilsiyonlarin Karakterizasyonu

Geligtirilen ME’larin  karakterizasyonu kapsaminda
damlactk biyikligii ve dagilimi, zeta potansiyel
degerleri, diliisyon testleri ve viskozite oOlgiimleri
yapilmigtir. Ayrica santrifiij, bekletme ve dondurup-
¢ozme islemleri sonrast ME’larin stabilite agisindan
degerlendirmeleri gergeklestirilmistir (11).
Mikroemiilsiyonlarin  Damlacik  Biiyiikliigii ve
Dagiliminin Tayini

ME’larin damlacik biyiikligi ve dagilimi dlglimiinde
Zetasizer Nano ZS (Malvern Zetasizer, Ingiltere) cihazi
kullanilmistir.  Aletin ¢aligma prensibi; dinamik 151k
sacilim1 ve foton korelasyon spektroskopisi ile Brown
hareketlerin Ol¢iilmesi ve bu 6l¢iim sonucunun damlacik
boyutu ile iliskilendirilmesine dayanmaktadir. Olgiimler 6
paralel olarak yapilmistir.

Mikroemiilsiyonlarin Zeta Potansiyel Degerlerinin

Olciilmesi
ME’larn zeta potansiyel dl¢iimlerinde de Zetasizer Nano
ZS (Malvern  Zetasizer, Ingiltere) cihazindan

yararlanilmigtir. Zeta potansiyel oOl¢iimii elektroforez
prensibine dayanmaktadir. Buna gore; ortamda bulunan
yiiklii partikiillerin elektriksel alandaki hareketi esas
aliarak Sl¢iim yapilir. Bu ¢alismada olgtimler 6 paralel
olarak yapilmstir.

Diliisyon Testi

ME’lar, emiilsiyon tipini belirlemek ve sulu faz ile
karigabilirligini dogrulamak icin distile suyla (1:1)
oraninda seyreltilmis ve diliisyon sonrast ME’un oda
sicakligindaki stabilitesi faz ayrimi olup olmamasina gore
degerlendirilmistir.
Mikroemiilsiyonlarin
Degerlendirilmesi
Gelistirilen ME  formiilasyonlarinin  stabilitelerinin
belirlenmesi igin ME’lar 24 saat oda sicakliginda
bekletilmistir (n=3). Ayrica ME’lar {iger seri halinde
5000 rpm’de 30 dakika santrifiij (Thermo Scientific)
edilerek veya -80 °C’de iki saat dondurulup oda
sicakliginda ¢oziindiirtilerek; bekletme, santrifiij ve
dondurup ¢ozme sonrast ME’lar goézlemlenerek
stabiliteleri degerlendirilmistir.

Rutin Iceren Mikroemiilsiyon ve Mikroemiilsiyon
Jellerin Hazirlanmas

Tablo 1°deki ME formiilasyonlarindan karakterizasyon
calismalar1 sonucunda ideal ME’lar ile rutinin etanoldeki
¢ozeltisinin (222 ng/mL) yag fazina ilavesiyle rutin ytiklii
ME’lar hazirlanmigtir. Ayrica bu ME’larin  pH’si,
trietanolamin yardimiyla 5,5’e ayarlanmis ve %1’lik (a‘h)
Karbopol 938 ile MEj formiilasyonlar1 da hazirlanmustir.
ME;j’ler, dort saat manyetik kanistiricida karistirilan
%1’lik (ash) Karbopol 938 ile, rutin yikli ME
formiilasyonlarinin 1:1 (h/h) oraninda karigtirilmasiyla
hazirlanmistir (12).

Formiilasyonlarin Viskozitelerinin Belirlenmesi

ME ve MEj’lerin viskozitesi Brookfield LV Viskozimetre
(LVDV-1 Prime, ADB) kullanilarak, 20 rpm doniis
hizinda oda sicakliginda 14 numarali spindle kullanilarak
yapilmigtir (n=3).

In vitro Salim Calismasi

Segilen ME ve ME;j formiilasyonlar: ile in vitro salim
calismast yapilmustir (n=3). In vitro salm galigmasi
oncesi diyaliz membran (12 kDa) 24 saat boyunca distile
su ile 1slatilmig ve daha sonra diyaliz membran torbast (5

Stabilitelerinin

cm) igerisine formiilasyonlar 1’er mL konularak, ortam
sicakligi  37+0,5°C’ye ayarlannmus ve sabit hizda
karigtirma deney siiresince devam etmistir. Belirlenen
zaman araliklarinda (4. ve 6. saatlerde) ornekler alinarak
rutin miktar tayini UV spektrofotometre ile 353 nm’de
yapilmistir.

Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Toksisite Testi

Calismamizda, 1.929 fare fibroblast hiicre hatt1 iizerindeki
etkin maddemiz rutinin bir seri ¢ozeltisi ve gelistirilen
rutin yiikli ME formiilasyonlarmin toksik etkisi siklikla
kullanilan MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazolium bromit) testi ile belirlenmistir. Rutinin 1000-
15,625 pg/mL konsantrasyon aralifinda olacak sekilde
cozeltileri ve bos ve etkin madde yikli ME ve MEj
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan numuneler
deney yapilincaya kadar +4°C’de saklanmis ve test i¢in
37+0.5°C’ye getirildikten sonra kullanilmstir.

Test igin kullanilacak 1.929 hiicreleri 96 kuyucuklu doku
kiiltir kaplarinda iretilmistir. Test maddeleri, hiicre
ortami Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) ile
hazirlandiktan sonra kuyucuklara eklenmis (100 pL) ve
24 saat 37+0,5 °C’de CO,’li etiivde bekletilmistir. Dort
saatin sonunda kaplardaki igerik bosaltilarak, tiim
kuyucuklara 100 pL taze hiicre kiiltiir ortamu ile 13 pL
MTT ¢ozeltisi eklenmigtir. Kiiltlir kaplart hemen
aliminyum folyoyla sikica sarilmis ve dort saat 37+0,5
°C’de CO,’li etiivde bekletilmistir. Dort saatin sonunda
etivden ¢ikarilan kaplar bosaltilmis ve kuyucuklara
100’er uL. DMSO ilave edilmistir. Olusan mor rengin
absorbansi spektrofotometrik olarak 570 nm’de tayin
edilmistir. Farkli derisimlerdeki maddeler igin farkli
absorbans degerleri elde edilmis ve bu degerlerden
hareketle yiizde canlilik hesaplari asagidaki esitlik ile
hesaplanmustir (13).

Esitlik 1: %canlilik= ([ AbSgmeX100)/AbSyicrekontrol]

Hiicre Geg¢is Calismasi

Hiicre gecis calismalarinda 1929 hiicreleri 0,4 pm por
capli, alti kuyucuklu 6zel hiicre kaplart (Transwell®,
Corning, ABD) iizerinde tek tabaka halinde iretildikten
sonra deney baslatilmistir. Hiicreden gegis caligmalari
i¢in hazirlanan rutin ¢ozeltisi ve ideal formiilasyon olarak
belirlenen ME ve ME;j formiilasyonlar1 (F2 ve F5) apikal
kisma uygulanmigtir. Daha sonra belirlenen stire (4. ve 6.
saatler) sonunda bazolateral kisma gegen rutin miktar
spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Antioksidan Etki Tayini

Alt1 farkl gelistirilen ME formiilasyonlar1 arasindan ideal
formiilasyon olarak belirlenen F2 kodlu ME’un in vitro
salim c¢aligmasi sonunda elde edilen rutin miktar
belirlenmis ve antioksidan etkisi tayin edilmistir.
Antioksidan aktivite i¢in Gyamfi ve ark. uyguladigi
metod kullanilarak 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
radikal siiptliriicii aktivitesi spektrofotometrik olarak
Olgilmistir (14). 50 pL ornek; 450 pL Tris-HCI
tamponu (50 nM, p.H 7,4) ve 1mL 0,1 mM metanolde
hazirlanmis ve DPPH® ¢ozeltisi ile kanstirlmistir. Oda
sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildikten
sonra absorbanslar 517 nm’de okunmustur. inhibisyon
yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir.
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Analizler ii¢ paralel yapilmis ve ortalama degerler
kullanilmistir.

Esitlik 2: % inhibisyon= [(AbSkentro- AbSsmer) / Abs
kontrol] x 100

Bir diger test modeli olan ABTS®" radikal siipiiriicii
aktivite tayini, Re ve ark. uyguladigi metod ile
belirlenmistir (15). ABTS'™® radikali (7 mM) ABTS’in
sulu  ¢ozeltisi  ile K;S;05 (245 mM, son
konsantrasyon)’un karanlikta 12-16 saat bekletilmesiyle
meydana getirilmis ve absorbansi oda sicakliginda 734
nm’de 0,700 (£0,030) olacak sekilde ayarlanmistir. Bu
sekilde hazirlanan radikal ¢ozeltisi (990 pL) 6rnek (10
pL) ile karigtirtlmis ve 734 nm’de bir dakikalik araliklarla
30 dakika siiresince reaksiyon kinetigi Ol¢lilmistiir.
Konsantrasyona karst oOlglilen inhibisyon yiizdeleri
Troloks’a esdeger olarak (TEAC:Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) hesaplanmustir.

BULGULAR

Rutin Miktar Tayin Yonteminin Gelistirilmesi

Rutin miktar tayininde kullanilan UV spektrofotometrede
yapilan dalga boyu taramasinda maksimum dalga boyu
literatiirle uyumlu sekilde 353 nm olarak saptanmistir
(16). Bir seri hazirlanan rutin ¢ozeltisi (10-80 pg/mL) ile
353 nm’de Olglimler yapilarak yontem validasyonu
gerceklestirilmigtir (n=6). Rutinin distile su ortamindaki
kalibrasyon dogrusu Sekil 2°de verilmistir.

0.9

y =0.0084x + 0.1074

0.8
R?=10.9918

0.7

Absorbans
s o o ©
b (SRS ¥

o

0
10 20 30 40 50 60 70 80
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 2. Rutinin distile su ortamindaki kalibrasyon dogrusu
(n=6) pg/mL: mikrogram/mililitre

Mikroemiilsiyonlarin Hazirlanmasi

Tablo 1’de verilen titrasyon ydntemiyle iiretilen y/s tipi
MElar, genel olarak seffaf ve homojen bir goriintiiye
sahiptir. ME’lara ait optik mikroskop goriintiileri Sekil
3’te verilmistir.

BRME

o e e :
Sekil 3 F2 ve F5 kodlu ME’larin optlk mlkroskop
goriintiileri (40x)

Mikroemiilsiyonlarin Damlacik Biiyiikliigii ve Zeta
Potansiyel Degerlerinin Tayini

ME’larin damlacik biiylikligli ve zeta potansiyelleri
Tablo 2’de goriilmektedir. ME’lar 1,0-2,1 um arasinda
damlacik biyiikliigiine ve (-13,5) — (-35,7) arasinda zeta
potansiyel degerlerine sahip olarak bulunmustur. En
kiiciik damlacik biiyiikliigiine sahip olan formiilasyon en
disik yag ve en yiksek YEM:yardimci YEM
kullanilarak hazirlanan F2 ME olmustur. Bu ME’lardan
en kiiciik damlacik biiyiikliiklerine ve stabil olduklarini
gosteren uygun zeta potansiyellere sahip olmalari
nedeniyle F2 ve F5 kodlu formiilasyonlar1 ideal
formiilasyonlar olarak belirlenmistir.

Tablo 2. ME formiilasyonlarinin damlacik biiyiiklikleri ve
zeta potansiyel degerleri (n=3)

Formiilasyon | Damlacik biiyiikliighi | Zeta Potansiyel

(um=SS) (mV4£SS)
F1 1,335+0,02 -20,0+0,2
F2 1,002+0,01 -33,6+0,3
F3 2,142+0,04 -13,5+0,2
F4 2,060+0,05 -21,3+0,4
F5 1,247+0,02 -35,7+0,4
F6 1,880+0,03 -21,3+0,3

*Veriler ortalama deger+standart sapma (SS) kullanilarak ifade
edilmigtir, pm: mikrometre, mV: milivolt

Mikroemiilsiyonlarin Stabilitelerinin Belirlenmesi

ME’larin  bekletme, dondurup ¢6zme ve santrifiij
islemleri sonrasi homojen yapilarini koruma durumlarina
gore stabiliteleri belirlenmistir. Tablo 3’te de goriildiigii
gibi diisik damlacik biyiikliigiine ve -30 mV degerinin
altinda zeta potansiyel degerlerine sahip F2 ve F5 kodlu
mikroemiilsiyonlarin bekletme, dondurup ¢ézme ve
santrifiij islemleri sonrasi homojen, tek fazli yapilarinin
bozulmadigi, stabilitelerini koruduklar1 gorilmistiir.

Tablo 3. ME’larin stabilitelerinin degerlendirilmesi

Formiilasyon | Bekletme Santrifij Do?durup
¢0zme
F1 Bifazik Bifazik Bifazik
Stabil, Stabil, Stabil,
F2 - - :
homojen homojen homojen
F3 Bifazik Bifazik Bifazik
F4 Bifazik Bifazik Bifazik
Stabil, Stabil, Stabil,
F5 - - :
homojen homojen homojen
F6 Bifazik Bifazik Bazik
Rutin iceren Mikroemiilsiyonlarin ve

Mikroemiilsiyon Jellerin Hazirlanmasi

Hazirlanan ME’lardan stabilite, damlacik boyutlar1 ve
zeta potansiyelleri goz Oniine alinarak ideal olarak
belirlenen F2 ve F5 kodlu formiilasyonlara toksisite
testinde belirlenen konsantrasyonda rutin ilave edilerek,
rutin yiikli ME ve MEj’ler hazirlanmistir.

Rutin yiiklii ME’lar rutinin etanoldeki ¢ozeltisi yag fazina
ilave edilerek, Tablo 1’deki yag:su:YEM/yardime1 YEM
oranlart kullanilarak hazirlanmistir. MEj’ler ise, rutin
yiiklii ME ile 1:1 (h/h) oraninda %1’lik (a/h) Karbopol
938 ¢ozeltisi ile karistirlmastyla hazirlannstir. Uretilen
bu rutin yiiklii ME ve MEj’lerin damlacik biiyiiklikleri,
zeta potansiyelleri ve viskoziteleri Tablo 4’te verilmistir.
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Beklenildigi gibi; MEj’lerde viskozite artmustir.
MEj’lerde zeta potansiyel degerlerinde belirgin bir
degisiklik gozlenmezken, damlacik biiytikliiklerinde de
ME formiilasyonlarina gore artig gézlenmistir.

Tablo 4. Rutin yiikli ME ve ME;j’lerin damlacik
biiytikliikleri, zeta potansiyel degerleri ve viskoziteleri (n=3)

Damlacik Zetz_i Viskozite
Formiilasyon | biyikligi Potansiyel (cP)
(Lm=SS) (mV4SS)
F2ME 1,10+0,04 -32,1+0,3 76,240
F2ME;j 2,56+0,14 -30,2+0,5 156,2+2,0
FS5ME 1,32+0,05 -34,5+0,6 37,1£2,0
F5MEj 3,12+0,18 -31,0+0,2 167,9+3,9

*Veriler ortalama degertstandart sapma (SS) kullanilarak ifade
edilmistir, pm: mikrometre, mV: milivolt, cP: centipoise

In vitro Salim Cahsmasi

Rutin igeren F2 ve F5 kodlu ME ve MEj’lerin in vitro
salim calismasi, yontemler boliimiinde anlatildig sekilde
yapilmigtir. Dordiincii ve altinci saatte alinan numuneler,
353 nm’de UV spektrofotometrede absorbans odlgiilerek,
saliman etkin madde miktar1 hesaplanmistir. 6. saat
sonunda rutin  ¢dzeltisinin  sadece  %20,3£1,51’i
salinmisken, hazirlanan F2 kodlu ME’da salinan rutin
miktar1 %67,5+2,01°e, F5 kodlu ME’da ise %43,9+1,85’¢
kadar artmistir. MEj’lerde ise rutin salimi sirasiyla
%32,7+1,48 ve %25,4+1,03 olarak belirlenmistir. Bu
salimdaki  azalmanin jel yapisinda viskozitenin
artmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Tablo 4).
Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Toksisite Testi

Yontem boliimiinde belirtildigi sekilde yapilan MTT testi
sonucu elde edilen yiizde canlilik degerleri, Sekil 4’te

gosterilmigtir.  Rutinin ~ farkli  konsantrasyondaki
¢ozeltilerinde %84,4-90,2 arasinda degisen hiicre canlilig1
tespit edilmistir (Sekil 4). Rutin ME ve MEj

formiilasyonlarinin Sekil 5°te goriilebilecegi gibi, hiicre
canlilig1 tizerindeki etkileri %50 nin lizerindedir.
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Sekil 4. Farkli konsantrasyondaki rutin ¢ozeltilerinin 1.929
fare fibroblast hiicre hattindaki toksisitesi (n=8) (ng/mL:
mikrogram/mililitre)

Hiicre Geg¢is Calismasi

ME ve ME]j formiilasyonlarinin deriden gegisinin tahmin
edilebilmesi amaciyla in vitro hiicre ge¢is c¢aligmasi
yapilmigtir. Bu ¢alisma sonucunda, F2 ME’dan
%43,4+1,41 rutin gegerken, F2 MEj’de bu oran
%18,2+1,08’¢ kadar azalmistir. Aymi sekilde F5 ME’da
%41,3+1,21 rutin gegisi gozlenirken, F5 MEj’de bu oran
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%14,90+0,98’°e kadar azalmistir. Bu sonuglar jel
yapisinin hiicre hattindan rutin gecisini  kisitladigini
gostermis ve F2 kodlu ME formiilasyonunun deriden en
fazla rutin gecisine olanak saglayan formiilasyon olmasi
sebebiyle ideal formiilasyon olarak segilmistir. F2 kodlu
ME’undan salinan rutin miktarinin antioksidan etkisi
tayin edilmistir.
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Sekil 5. F2 ve F5 kodlu ME ve ME;j’lerin L929 fare
fibroblast hiicre hattindaki toksisitesi (n=8)

Antioksidan Aktivite

Salim &rneginin, DPPH ve ABTS®" radikalini siipiiriicii
Ozelligi incelendiginde, alti saatin sonunda DPPH
radikalinin %33,6’sin1  siipiirebildigi tespit edilmistir.
ABTS" radikali siipiiriicii aktivite tayininde ise Troloksa
esdeger  hesaplanan TEAC  degeri 1,79+0,02
mmol/L/Trolox bulunmustur (Tablo 5 ve Sekil 6).

Tablo 5. Salim Orneginin antioksidan aktivitelerine ait
sonuglar (n=3)

TEAC (mmol/L/Trolox)

DPPH (%Inhibisyon)

Rutin | 1,79+0,02 | 33,63+2,90

*Veriler ortalama degertstandart sapma (SS) kullanilarak ifade
edilmigtir, mmol/L: milimol/litre, TEAC: Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity, DPPH: 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)

Time Course Graph
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Sekil 6. Salim Orneginin 30 dakika boyunca ABTS+e
radikalini stipiiriicii aktivitesi (ABTS+e: 2,2-Azino-bis3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
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TARTISMA

ME’lar, termodinamik a¢idan kararli, ¢dzeltilere nazaran
ilag emilimini 6nemli Sl¢lide arttiran formiilasyonlardir.
Ozellikle biyoadezif jel ile kombinasyonu topikal tedavi
uygulamada  umut  verici  bulunmaktadir  (10).
Caligmamizda, antioksidan etkili lipofilik bilesik olan
rutin ile ME ve ME;j formiilasyonlarinin gelistirilmesi, in
vitro  karakterizasyonu, hiicre canliligi iizerindeki
etkinligi ve antioksidan aktivitesi aragtirilmistir.
Literatiirde kanser tedavisinde kullanilmak tizere iiretilen
rutin yiiklii nano/mikroemiilsiyon ¢aligmalart bulunsa da,
saglikli  hiicre  iizerinde  antioksidan etkinligin
degerlendirildigi rutin  ylkli nano/mikroemiilsiyon
caligmasi bulunmamaktadir (17,18).

Farkli yag/su/YEM:yardimc1 YEM oranlar1 kullanilarak
gelistirilen ME’larin  damlacik biiyiikligli sonuglar
degerlendirildiginde, formiilasyondaki yag orani en diisiik
ve YEM/yardimc1t YEM (Tween20:PEG400) miktart en
yiiksek olan F2 kodlu formiilasyonun en diisiik damlacik
boyutuna sahip oldugu goézlenmistir. F2 ve F5 kodlu
ME’larin damlacik biyiikliikleri sirasiyla 1,002+0,01 um
ve 1,247+0,02 pm, zeta potansiyelleri ise sirasiyla -
33,6+0,3 mV ve -35,7+0,4 mV olarak tayin edilmistir.
Zeta potansiyel, kolloidal sistemlerin stabilitesinin
degerlendirilmesinde etkilidir. Zeta potansiyel degeri +30
mV’tan biiyiik ve -30 mV’tan kiiciik olan kolloidal
sistemlerin kararli oldugu bilinmektedir (19). Damlacik
biiyiikliigii en kiigiik formiilasyonlar olan F2 ve F5 kodlu
ME’larin -30 mV’tan kii¢iik zeta potansiyele sahip olmasi
her iki fomiilasyonun da stabil oldugu sonucuna
ulastirmustir.

ME’larin stabilite ¢aligmalari kapsaminda bekletme,
santrifiij ve dondurup-¢czme islemleri yapilmis ve
formiilasyonlar gozlenmistir. Bekletme, santrifiij ve
dondurup-¢ozme islemleri sonrasinda F2 ve F5 kodlu
formiilasyonlarda faz ayriminin gézlenmemis olmas: da
bu formiilasyonlarin stabil olduklarini géstermistir.
Yag/su tipinde hazirlanan ME’lar, distile su ile yapilan
diliisyon testi sonrasinda, homojen ve tek fazli yapilarimi
korumustur.

Yapilan in vitro karakterizasyon ve stabilite testleri
sonrast alt1 farkli formiilasyon arasindan sec¢ilen F2 ve F5
kodlu ME’lar ile rutin yiikli ME ve ME] formiilasyonlari
hazirlanmigtir. Rutin yiikli F2 ve F5 kodlu ME’larin
damlacik biyiikliikleri sirasiyla  1,10£0,04 pm ve
1,32+0,05 pum, zeta potansiyelleri ise sirastyla -32,1+0,3
mV ve -34,5+0,6 mV olarak belirlenmistir. Rutin yiikli
ME;j’lerde ise zeta potansiyel degerleri hala -30 mV
civarinda iken, damlacik biiyiikliiklerinde ME’lara gore
artts gozlenmistir. Rutin yiikli MEj’lerde damlacik
biiyiikliikleri F2 MEj’de 2,56+0,14pum iken F5 MEj’de
3,12+0,18 pm’ye kadar artmistir. Zeta potansiyel
degerleri ise F2 MEj’de -30,2+0,5 mV ve F5 ME;j’de -
31,0£0,2 mV olarak tayin edilmis ve belirgin bir fark
gozlenmemistir (Tablo 4).

F2 ve F5 kodlu ME’larin viskoziteleri sirastyla 76,2+0,0
ve 37,14£2,0 cP’dir. MEj’lerde ise beklenildigi gibi,
viskozitede artis gozlenmis olup, sirastyla 156,242.0 cP,
167,939 cP olarak o6l¢iilmiistiir (Tablo 4). F2 kodlu
formiilasyonun viskozitesinin daha fazla olmasi ve
damlacik biiyiikligiiniin daha kiigiik olmasi sayesinde
uygulanan bolgede formiilasyonun kalig siiresinin ve
rutinin deriden absorpsiyonunun artmasini saglayacaktir.

Bu durum, F2 kodlu formiilasyonun F5’e kiyasla daha
fazla in vitro etkin madde salimina ve yiiksek hiicre
gecisine sahip olmasini da a¢iklamaktadir.

Rutin ¢ozeltisi ve gelistirilen formiilasyonlar ile ortam
sicakligt 37+0,5°C’ye ayarlanmus distile su i¢inde in vitro
salim c¢aligmalarinda, altinci saatin sonunda rutin
¢ozeltisinin %20,3’iinlin diyaliz membrandan (12 kDa)
gectigi belirlenmistir. F2 kodlu ME ve MEj’den salinan
rutin miktari sirastyla %67,5+1,21 ve %32,7+0,98 olarak,
F5 kodlu ME ve MEj’de ise %43,9+1,05 ve %25,4+1,30
olarak tayin edilmistir. Rutinin ¢dzeltisine kiyasla ME ve
ME;j formiilasyonlarinda 6. saatin sonunda salinan rutin
miktar1 artmigtir. Damlacik Dbiytikliiglindeki azalma,
ylizey alaninda ve dolayisiyla etkin madde saliminda
artisa neden olmaktadir (11). Bu durum daha kiiglik
damlacik biiyiikliigiine sahip F2 ME’ununda etkin madde
saliminin daha yiiksek olmasi ile agiklamaktadir. Ayrica
ME;j’lerde rutin salimi, ME’lara gore oldukca diistiktiir.
Bunun sebebinin, ME;j formiilasyonlarinin
viskozitesindeki ~ artis  oldugu  distniilmektedir.
Literatiirde, rutin ile hazirlanan ME formiilasyonuna
rastlanmamistir. Farkli etkin maddelerle gelistirilen
ME’lardan formiilasyon parametrelerinin degisimiyle
etkin madde salimmin modifiye edilebildigi goriilmiistiir
(20,21). Yapilan bir ¢alismada, antioksidan etkili dogal
bir bilesik olan kersetinle hazirlanan farklh ME
formiilasyonlarindan 6. saatin sonunda ~%10-50 arasinda
kersetin salindig1 goriilmiistiir (21).

Hiicre Kkiiltiir caligmalarinda, formiilasyon gelistirme
asamasinda kullanilmasi diisiiniilen maddelerin hiicreler

iizerindeki toksik etkilerini incelemek, deneylerde
kullanilacak etkin ve yardimer madde miktarlari
belirlemek amaciyla toksisite testi yapilmaktadir.

Toksisite testi sonucunda hiicre canlilik oranlar1 %50°nin
iizerinde olmalidir (22). Hiicrelerin canlilik oranlarinin
degerlendirilmesinde en yaygin kullanilan metodlardan
biri MTT testidir. MTT testi kolorimetrik bir yontem
olmakla birlikte esasi, sar1 renkli ¢oziinebilir 6zellikteki
MTT boyasinin, metabolik olarak aktif olan hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunan siiksinat dehidrogenaz (SDH)
enzimi ile koyu mavi renkli ¢ozlinmez o6zellikteki
formazan iriiniine doniigsmesidir. Olusan formazan {iriini
¢Oziinlr  hale getirilir ve olusan mor renk
spektrofotometrik olarak dlg¢iiliir.

MTT testinde fare fibroblast hiicre hattt L.929 hiicreleri

kullanilmistir.  Rutin  ¢ozeltisi ve yeni gelistirilen
formiilasyonlarin hiicre canlilig1 Ttzerindeki etkileri
incelenmistir. Sekil 4’te gorildiigli gibi, degisen

konsantrasyonlardaki rutin ¢ozeltileri ile hiicre canlilig1
%84-90 arasinda degismistir. Formiilasyonlarda ise; F2
ve F5 ME’larda sirasiyla %97 ve %88 olarak bulunan
hiicre canliligi, F2 ve F5 MEj’lerde sirastyla %91 ve %88
olarak bulunmustur (Sekil 5). Hem ME hem de ME;j
formiilasyonlarinin hiicre hatt1 tizerinde yiiksek canlilik
gostermesi,  formiilasyonlarm  ve  formiilasyonda
kullanilan rutin  miktarinin (222 pg/mlL) giivenle
kullanilabilecegi sonucuna ulagtirmistir.

Hiicre gegis calismalarinda da 1929 hiicre hatti
kullanilmig ve in vitro salim deneyinde belirlenen stire
sonunda formiilasyonlarin hiicreden gegisi incelenmistir.
Sonuglara bakildiginda, F2 ve F5 kodlu ME’larin
hiicreden gecisi %43,4+1,41 ve %41,3£1,21 iken
ME;j’lerin rutin hiicre gegisi %18,2+1,08 ve %14,9+0,98
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olarak belirlenmistir.  Yiizdelere baktigimizda, jel
yapisinin yiikksek viskozitesi nedeniyle hiicre hattindan
rutin gegisini kisitladigr goriilmiistir. F2 kodlu ME
formiilasyonu, hiicre hattindan en fazla rutin gecisine
olanak saglayan formiilasyondur. Deriden penetrasyonu
artirmada, kiigiik damlacik ¢apiin tercih edilen bir
ozellik olmast nedeniyle (23), F2 kodlu ME
formiilasyonu daha yiiksek gecis gOstermistir. In vitro
salim c¢aligmastyla birlikte degerlendirildiginde, hiicre
hattindan daha fazla rutin gecisine izin veren F2 kodlu
formiilasyondan salinan etkin madde miktarinin daha
fazla olmasi, sonuglar arasi korelasyon saglamaktadir.
Hem hiicre gecis caligmasinda en yiiksek rutin gegisi
saglayan hem de sitotoksisite ¢alismasinda % canlilik
degeri kontrol grubuna en yakin olan F2 kodlu ME ideal
formiilasyon olarak belirlenmis ve bu formiilasyondan
alt1 saat sonunda salindig: tespit edilen rutin miktarinin
antioksidan aktivitesi tayin edilmistir.

Viicuttan zararli ve hastalik yapici radikallerin
uzaklastirilmasi oldukg¢a 6nemlidir. Bu amagla 6rneklerin
antiradikal etkilerinin ol¢iilmesinde azot merkezli stabil
bir radikal olan DPPH® radikali ve mavi/yesil renkli bir
bilesik olan ABTS'™ radikali katyonu kullamlmistir.
Salim 6rnegi ile yapilan ¢aligmalar sonucunda fizyolojik
pH’da DPPH radikalini siipiiriicii etki belirlenmistir.
ABTS™ radikali katyonu siipiiriicii aktivite tayini ile
flavonoitler, hidroksisinnamik asitler, karotenoitler gibi
hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarin radikal siipiiriicii
ozellikleri belirlenebilmektedir. Salim érneginin, ABTS"®
radikalini DPPH radikalinden daha gii¢lii siipiiriicii
aktivite  sergilemesi rutinin  lipofilik  yapisindan
kaynaklanmaktadir.

SONUC

Sonug olarak rutin ile yeni gelistirilen ve antioksidan
etkinligi kanitlanmig ME formiilasyonlarinin bagariyla
hazirlandigi, elde edilen veriler 1s1ginda topikal
uygulamaya yonelik rutin ME’larinin potansiyel tasidigi
ve bu caligmanin literatiire 6nemli katkida bulunacagi
diigiiniilmektedir.

Arastirma ve Yayin Etigi Beyani
Yapilan c¢alismada, arastirma ve
uyulmustur.
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