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OZET

FERULIK ASIT ICEREN NiOZOMLARIN INSAN FIBROBLAST
HUCRELERINDE ULTRAViIYOLE VE FOTOYASLANMA KORUYUCU
ETKILERININ BELIRLENMESI
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Damsman: Prof. Dr. Mehmet Fatih CENGIZ
2. Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Devrim DEMIR DORA

Ekim 2022; 42 sayfa

Ferulik asit (FA) bugdayin kepek fraksiyonunda olduk¢a yiiksek diizeylerde bulunan,
ekonomik acidan olduk¢a ucuz, kolay bulunabilen ve kimyasal yontemlerle ekstrakte edilerek
saflastirilabilen bir bitkisel sekonder metabolittir. FA diisiik toksisite diizeyi; antienflamatuvar,
antioksidan, antibakteriyel ve antikanser etkileri gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyonu nedeniyle son
yillarda ila¢ endiistrisinde oldukg¢a popiiler bir hammadde haline gelmistir. Gida, kozmetik ve ilag
endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica Matriks Metallo Proteinaz (MMP)
kullanilarak yapilan ¢aligmalarda fotoyaglanma mekanizmasinda aktif rol oynadig: bilinmektedir.
Bu c¢alismada ferulik asitin uygun niozom teknolojisi kullanilarak; Ultraviyole (UV) ve
fotoyaslanma Kkoruyucu etkisi ile kullanim veriminin yiikseltilmesi amag¢lanmistir. Bu amag
dogrultusunda Polisorbat 60 ve Tween 60 gibi siirfaktanlar kullanilarak ince film hidrasyon
yontemi (TFH) ile niozomlarin tasarlanmasi, karakterizasyon ¢alismalarinin gergeklestirilmesi ve
insan fibroblast Bj hiicrelerinde; sitotoksisite, MMP-2 inhibisyonu ve UV koruyucu etkileri
gosterilmistir. Elde edilen bulgulara gore; arastirma kapsamindaki tiim ferulik asit igeren
niozomlarin boyut araliginin 100-200 nm arasinda oldugu ve enkapsiile veriminin en ¢ok %42,73’
e kadar ¢ikabildigi belirlenmistir. Bu caligsmalar sonucunda bugday kepeginde yiiksek diizeyde
bulunan ferulik asitin uygun niozomlar ig¢inde tasinmasi yoluyla ultraviyole ve fotoyaslanma
koruyucu Ozelliklere sahip etkili ve yenilik¢i bir madde oldugu gdosterilmistir. Tez ¢alismasi
kapsaminda son zamanlarda Ozellikle kozmesotik sektoriinde popiiler hale gelen niozom
teknolojisi  kullanilarak, diisiik maliyetli hammaddelerin etkili iriinlere donistiiriilmesi

caligmalarina katki saglamasi beklenmektedir.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF ULTRAVIOLET AND PHOTOAGING PROTECTIVE
EFFECTS OF FERULIC ACID CONTAINING NIOSOMES ON HUMAN
FIBROBLAST CELLS

Esmanur MEYDAN
MSc Thesis in The Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Fatih CENGIZ
2nd Supervisor: Asst. Prof. Dr. Devrim DEMIR DORA

October 2022; 42 pages

Ferulic acid (FA) is a secondary plant metabolite that is abundant in wheat bran, is readily
available, inexpensive, and can be refined using chemical extraction. FA low level of toxicity; It
has recently grown to be a very prominent raw material in the pharmaceutical sector due to its
multiple physiological functions, including its anti-inflammatory, antioxidant, antibacterial, and
anticancer actions. The culinary, cosmetics, and pharmaceutical industries all use it extensively.
In addition, research using Matrix Metallo Proteinase has demonstrated that it actively contributes
to the photoaging mechanism (MMP). In this study, it is intended to boost the effectiveness of
usage along with the ultraviolet (UV) and photoaging preventive impact by employing the proper
niosome technology of ferulic acid. In order to do this, niosomes were designed utilizing the thin
film hydration method (TFH), characterisation tests were carried out in human fibroblast Bj cells,
and cytotoxicity, MMP-2 inhibition, and UV protection properties were shown. The results show
that the size range of all ferulic acid-containing niosomes within the research's purview is between
100 and 200 nm, and the maximum encapsulation effectiveness is 42.73%. Through its transport
in the appropriate niosomes, ferulic acid, which is abundant in wheat bran, has been demonstrated
in these investigations to be an efficient and novel chemical with ultraviolet and photoaging
protective characteristics. Within the parameters of the thesis, it is anticipated to contribute to the
studies on the use of niosome technology, which has recently gained popularity, particularly in the

cosmeceutical industry, to transform inexpensive raw materials into effective products.

KEYWORDS: Ferulic acid, Fotoaging, Matrix metalloproteinase (MMP), Niosome technology
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Ferulik Asit Igeren Niozomlarm Insan Fibroblast
Hiicrelerinde Ultraviyole ve Fotoyaslanma Koruyucu Etkilerinin Belirlenmesi” adl1 bu ¢alismanin,
akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez ¢alismasinda bana ait

olmayan tiim bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

uL  :mikrolitre

bp : baz ¢ifti

dk : dakika

g : gram

M : molar
mg :miligram
nll > mililitre

mM  : milimolar

ng : nanogram
nm  :nanometre
°C : santigrat derece

rpm  : dakikadaki devir sayisi

sn : saniye
\/ - volt
a - alfa
B - beta



Kisaltmalar

APS
AP-1
CCD
DLS
EE
ECM
FA
HLB
LUV
MLV
MMP
Nio
PBS
REV
SDS
SPF
SUV
TFH
TIMP

uv

: Amonyum per siilfat

: Aktivator protein

: Merkezi kompozit tasarim

: Dinamik 151k sagilma

. Enkapstilasyon verimi

: Ekstraseliiler matriks

: Ferulik asit

- Hidrofilik- lipofilik denge

: Biiytik tek lamelli vezikiiller
: Cok lamelli vezikiiller

: Matriks metalloproteinaz

: Niozom

: Fosfat tamponlu tuzlu su

: Ters fazli buharlasma

: Sodyum dodesil siilfat

. Glines koruyucu faktorleri

- Kiigiik tek lamelli vezikiiller
: Ince film hidrasyonu

: Doku inhibitorleri

- Ultraviyole
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GIRIS E. MEYDAN

1. GIRIS
1.1. Deri ve Kozmesotikler

Integumenter sistemin bir pargasi olan deri, insan viicudunun en biiyiik organi olarak
kabul edilir. Cilt li¢ ana tabakadan olusur. Bunlar epidermis, dermis ve hipodermis olarak
Sekil 1.1°de gosterilmektedir (Bennet vd. 2017). Derinin en yiizeysel tabakasi olan
Epidermis, viicudumuzun dis ylizeyinin Ortiisii olarak bilinen, birka¢ katmana ayrilan ¢ok
katl1 epitel dokusudur. Cildin genel kozmetik goriinlimiinii sagladigi i¢in biiyiik bir 6nem
tasimaktadir. Bu yapmin en dis kisminda yer alan Stratum Corneum (SC), organelsiz
keratinositlerle kaplidir. Bu bariyer, su ve elektrolit kaybin1 6nlemek i¢in epidermal bir

gecirgenlik bariyeri olusturur (Baumann 2002).

Stratum
; ' : — Corneum
B « : ' = Dead
- Stratum\{ E=—— :
Epidermis/ Hicd & S ; KeraLtmoclylftes
Stratum P ASLAY
Granulosum Granules
is 1 4
Dermis / ¢ Sivaliin C—>—~—Keratinocytes
Hypodermis | (& ' Spinosum /Merkel Cell
(Subcutaneous Fat) £ @
Sensory
\ LB:\fgl A~ Neuron
) 1 Dermis
Sweat Melanocyte
glands
Blood
vessels

Sekil 1.1. Derinin tabakalarinin gosterimi (Baumann 2002)
1.1.1. Epidermis

Epidermis derinin en dis tabakasidir ve agirlikli olarak birkac tabaka halinde
diizenlenmis keratinositlerden olusur. SC’u olusturmak i¢in terminal olarak farklilagsan
keratinositlerin korneositlere doniistiiriilmesi olan kornifikasyon veya keratinizasyonun

bir sonucu olarak insan viicudu ile ¢evre arasinda fiziksel ve islevsel bir bariyer olusturur.

Ek olarak, agrinin algilanmasi i¢in bazi sinir uglar1 igermesine ragmen herhangi

bir kan damar1 veya lenf sistemi yoktur.
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Epidermisin kalinlig1 50 ila 150 um arasinda degisir ve bes katmandan olusur.

Bunlar Sekil 1.2’de sunulmaktadir. Derinden yiizeysele dogru bu katmanlar;

Bazal tabaka (Stratum Germinativum)
Diken tabakas1 (Stratum Spinosum)
Graniiler tabaka (Stratum Granulosum)

Stratum Lucidum

o~ w DN oE

Stratum Corneum

Epidermis

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Dermis

Sekil 1.2. Epidermisin yapis1 (Murphrey vd. 2018)

1.1.2. Stratum Corneum'un bariyer islevi

SC, bir lipid matrisi ve bu lipid matrisine gomiilii 15-20 tabaka yassi 6lii hiicreden
(korneositler) olusur. “Tugla ve har¢” modeli olarak adlandirilan 10-20 pm kalinligindaki
bu yap1, SC'un 6nemli bir bariyer fonksiyonunu olusturmaktadir. Ayrica, SC hidrasyonu,
bariyer homeostaz1 ve deskuamasyon i¢in gerekli olan hiicre i¢i nemlendiriciler (dogal

nemlendirici faktorler) korneositlerde lokalize olur.
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SC’un yapilarinin yani sira, Stratum Granulosum'daki keratinositlerin yan
duvarlarina baglanan siki baglantilar deride ikincil bir fonksiyonel bariyer olugturmustur.
Ayrica kimyasal, mikrobiyal veya immiinolojik engellerden etkilenen bu karmasik hiicre-

hiicre baglantilar1 da SC bariyerini etkilemektedir (Kahraman vd. 2019).

1.1.3. Dermis

Dermis, cildin mezenkimal bilesenidir ve epidermisten bazal membran ile ayrilir.
Dermis, papiller ve retikiiler tabaka adi verilen yapisal olarak farkli iki tabakadan olusur.
Cilt yiizeyine daha yakin bulunan papiller tabaka, yasa ve yere baglh olarak 300-400
mikron genislige ulasir. Ust kisimda, beslenme ve innervasyon igin gerekli olan sinir
uclart ve mikrovaskiiler damarlar igeren dermal papillalar ad1 verilen kordonlar halinde

diizenlenir.
Dermis fiziksel ve fonksiyonel olarak iki katmandan olugmaktadir. Bunlar;

> Papiller tabaka: Retikiilerden daha yiiksek hiicre yogunlugu, daha
yiiksek proteoglikan icerigi ve kollajen liflerinin daha zayif bir hizalamas1
ile farklilik gosterir. Papiller dermis diizensiz bir polar yapiya sahiptir:
yogunlugu bazal membrandan retikiiler dermise dogru azalir.

» Retikiiler tabaka: Dermisin alt kisminit olusturur ve hipodermise gecis
alanidir. Retikiiler dermisin hiicre dis1 matrisi (ECM) daha belirgin bir
yapiya sahiptir. Kollajen demetleri, elastin iplik¢ikleri ile birlikte diizenli
bir ag olusturan yogun lifler halinde bulunur. Yaslanma ile birlikte papiller

dermisin hacmi azalir, incelir ve yavas yavas retikiiler ile degistirilir.

Fibroblastlar dermiste en bol bulunan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin karakteristik bir
ozelligi, ECM'yi sentezleme ve yeniden sekillendirme yetenegidir. Yeniden
sekillendirme, yarik metalloproteinazlarin ve inhibitorlerinin sentezi ile desteklenir.
Kollajen I sentezleme yetenegi, fibroblastlarin ana ve birlestirici tipik 6zelligidir (Sorrell
vd. 2009). Dermisin fibroblastlar1 6zgiilliigii esas olarak dermisin katmanlarina gore
konumlarina gore belirlenen heterojen bir hiicre popiilasyonudur. Papiller tabakada,
retikiiler tabakaya kiyasla yiiksek enzimatik aktiviteye sahip daha fazla fibroblast vardir.
Hem organizmada hem de kiiltirde ECM'nin spesifik bilesenlerinin ekspresyonunda

onemli farkliliklar gézlenmektedir (Rippa vd. 2019).
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1.1.4. Hipodermis

Dermisin altinda yatan en derin cilt tabakasi olan hipodermistir. Subkutan tabaka
veya ylizeyel fasya olarak da bilinen hipodermis, deri, kas ve kemikler arasinda bir
baglanti dokusu islevi goriir ve sonug¢ olarak bu tabaka proteoglikanlar ve
glikozaminoglikanlar agisindan zengindir. Ayrica, hipodermiste bol miktarda yag dokusu

viicudu sicak tutmak igin 1s1 yalitimi saglar (Jacobsen vd. 1985).

1.2. Yaslanma Mekanizmasi
Derideki yaslanma degisiklikleri iki grupta siiflandirilabilir:

> lIcsel yaslanma: Azalan fizyolojik islevler ve kapasiteler nedeniyle dogal bir
dejeneratif siirectir.
» Digsal veya fotoyaslanma: Cevresel faktorlerin neden oldugu belirgin bir bozulma

surecidir.

1.2.1. Fotoyaslanma

UV radyasyonu, fotoyaslanmaya neden olan baslica ¢evresel faktordir. UV
kaynakli cilt hasari i¢in etki spektrumu UVA (320-400 nm) ve UV-B (290-320 nm)
olarak ayrilmistir. UVA 1gimlari, Diinya yiizeyine ulagan UV radyasyonunun %95'ini
olusturur ve ozon seviyelerinden ¢ok az etkilenir. Diinya ylizeyine ulasan UVB miktar1
UVA'dan daha azdir ancak yogunlugu fotoyaslanma ve cilt kanserine neden olacak kadar
yiiksektir. Bununla birlikte hem UVA hem de UVB isinlamasi insan derisinde oksidatif
stresi indiikleyerek gegici ve kalici genetik bozulmaya, aktivatér protein (AP-1)

aktivitesinin yukari regiilasyonu ve MMP ekspresyonunun artmasina neden olabilir.

Fotoyaslanma, cilt dokusuna yapisal ve islevsel destek saglayan ECM
bilesenlerinin birikmesi ve bozulmast arasindaki dengedeki bir dengesizlikten
kaynaklanir. Kiimiilatif giinese maruz kalma, kollajen ve elastin gibi ECM proteinlerinin
stirekli bozulmasina ve kollajenin sentez hizinin azalmasina neden olur. Kollajen,
ECM'deki ve bag dokusundaki birincil ¢géziinmeyen lifli proteindir. Tip I kolajen, cildin
bag dokusunda bulunan en bol kolajen alt tipidir ve bunu az miktarda tip III kolajen takip
eder. Dermiste bulunan fibroblastlar, esas olarak cilde giic ve elastikiyet kazandiran

kolajeni sentezler (Pittayapruek vd. 2016).
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Kollajen yikimi normal olarak MMP'ler ve bunlarin dogal inhibitorlerinin,
metalloproteinazlarin doku inhibitérii (TIMP'ler) aktivitesi ile diizenlenir. Artan MMP
aktivitesi, deride yasa bagli degisikliklerin gelisimini etkileyen 6nemli bir faktordiir.

Fotoyaslanma mekanizmas1 Sekil 1.3’te detayl bir sekilde gdsterilmektedir.

Cytokine
receptor
Vo TT— Cytoplasm
fp)
Procollagen type I production | ' — NF-kB

S [ et T . l """""""" ‘ l

TGF-p_.g AP-1 __, PRI >

MMPs promoters .-~

Nucleus

Type I and I1I collagen Activate pro-MMPs

Type I collagen degradation
degradation
Type IV collagen
Type Iand III collagen degradation
Elastin fragments \ Elastin
degradation . |PHOTOAGING | . degradation

Sekil 1.3. Fotoyaslanma mekanizmasi (Pittayapruek vd. 2016)
1.2.2. Giinesten koruyucular

Giines 15181, cilt lizerinde ¢ok sayida onemli biyolojik etki yaratir ve diger
patolojik degisikliklerin yani sira fotokarsinogeneze neden olur. Giinesten koruyucular,
ultraviyole radyasyonun bu zararli oOzelliklerine karsi koruma saglamak iizere
tasarlanmistir ve kullanimlarin1 tesvik etmek icin halk sagligi kampanyalari
uygulanmistir. Buna ragmen, en zararh cilt kanseri olan malign melanomun insidansi ve

mortalitesinde siirekli bir artis olmustur.
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1.2.3. Giinesten Koruyucularin etkileri

Gilines 15181 ve glinesten koruyucular konusu medyada Dbiylk ilgi
uyandirmaktadir. Glines 15181 cilt lizerinde ¢ok sayida 6nemli biyolojik etkiyi uyarir;
giines yanig1, fotoyaslanma, fotokarsinogenez ve immiin baskilanmaya neden olur. Hem
akademik hem de medya ilgisi, malign melanom insidansindaki siirekli hizli yiikselise
odaklanmakta olup bunun sebebi cilt kanseri tiirleri arasinda en yiiksek 6liim oranini

tasimasi ve daha gen¢ demografiyi etkilemesidir (Skotarczak vd. 2015).

Epidemiyolojik calismalar baslangicta glines 1s18inin cilt kanseri i¢in 6nemli bir
risk faktorii oldugunu ortaya koymustur. Ilk olarak melanom ekvatorlara yakin yasayan
insanlarda diger bolgelerde yasayanlara orantili olarak daha yaygindir. ikincisi,
ultraviyole (UV) 151811 emmek i¢in daha az melanin pigmentine sahip olan cilt tipleri
daha fazla risk altindadir. Ugiinciisii, melanom dis1 cilt kanserleri ve lentigo maligna

melanomu genellikle yiiz gibi giinese maruz kalan bolgelerde bulunur (Oliveria vd.

2006).

Diinyanin yiizeyine ulasan giines 15181, kizilotesi ile gozle goriilebilir ve UV
1s181ina kadar degisen elektromanyetik spektrumun farkli dalga boylarindan olusur.
Spektrumun UV kismi, 6zellikle UVB ve UVA (280 ila 400 nm arasinda) cildimize en

¢ok zarar veren 1sinlardir.

UVA, ekvatora ulasan UV enerjisinin %95'ini olusturur. Uzun dalga boyu,
UVA'nin neden cildin daha derin katmanlarina niifuz edebilecegini, bazal epidermis
hiicrelerine daha fazla niifuz etmeyi aciklamaktadir. Son caligmalar, UV A'nin kanser
patogenezinde anlamli olmadigr konusundaki o6nceki inanclarla celigsmistir, veriler
UVA'nin melanomda rol oynadigini géstermektedir. UVA, UVB'nin kanserojen etkilerini

giiclendirir ve ciltte kanserojen serbest radikal olusumunu uyarir.

UVA'nin aksine, cildimize niifuz eden az miktarda UV 15181 UVB
spektrumundadir. Buna ragmen, UVB'nin spesifik 6zellikleri, melanom, bazal hiicre ve
skuamoz hiicreli cilt kanserlerinin patogenezinde baskin rol oynamaktadir (Gruijl vd.
2001). Bu nedenle, giines 1s1g1na maruz kalma ve cilt kanseri arasinda giiclii bir iligki

oldugu aciktir.
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1.3. Ferulik Asit

Ferulik asit (FA), diisiik toksisite degerleri ve antienflamatuvar (Yin vd. 2019),
antioksidan (Graf 1992), antimikrobiyal, antikanser (Gao vd. 2018) ve antidiyabetik
(Ohnishi vd. 2004) etki gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyonu agisindan ilag sanayinde son
yillarda kullanimi oldukga popiiler hale gelen hammaddelerden birisidir. FA etkin madde
olarak ila¢ sektdriindeki kullanim alanlarinin yaninda gida ve kozmetik endiistrisinde de
yaygin olarak kullanilmaktadir. FA bir bugday atik maddesi olarak atfedilen kepek
kisminda yiiksek olarak bulunan ve oldukg¢a ucuz, kolay bulunabilen ve kimyasal
yontemlerle ekstrakte edilerek saflastirilabilen bir bitkisel sekonder metabolittir.
Bugdayin kepek fraksiyonundaki konsantrasyonu tiire ve cinse bagli olmak iizere
yaklagik 500-1500 mg/kg civarindadir. FA, ana deri yapilar i¢in koruyucu bir role
sahiptir. Bunun yaninda melanogenezi inhibe eder, anjiyogenezi artirir ve yara
iyilesmesini hizlandirici etkilere sahip oldugu da bilinmektedir (Lin vd. 2010). GOstermis
oldugu tibbi etkileri ve fizyolojik faydalari nedenleri ile tibbi olarak kullanimi agisindan
onemli etkilere sahiptir. FA’in dogal olarak en ¢ok bulundugu bitkisel {iriinler; tam
tahillar, 1spanak, maydanoz, {iziim, ravent ve tahil tohumlarinda bulunmaktadir. Ozellikle
fitokimyasallar arasinda, FA, bugday kepeginde en bol bulunan fenolik bilesiktir ve gida
endiistrisinde koruyucu madde, jel olusturucu 6zellikler, aroma 6nciisii, saglik alaninda
antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuvar ve kozmetik sektoriinde potansiyel ticari
uygulamalar1 bulunmaktadir. Ayrica foto koruyucu ajan olarak kullanilabilmekle birlikte
biyo- bazli polimerlerin hazirlanmasinda da kullanilmaktadir (Pazo-Cepeda vd. 2020).
FA’in antioksidatif etkisiyle ilgili yapilan bir calismada FA’in tek basina kullanilmasinda
insan fibroblastlar1 {izerinde 1s1 sok proteinlerini hidrojen peroksitin neden oldugu
bozulmadan koruyan etkili bir madde oldugu bildirilerek FA uygulamasi ile 6dnemli
Ol¢iide daha fazla hiicre sagkalimi ve daha az ROS kaynakli hasar meydana geldigi
sonucuna vartlmistir (Zdunska vd. 2018). Cizelge 1.1°de FA’in temel fiziksel ve kimyasal

ozellikleri verilmistir.
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Cizelge 1.1. Ferulik asite ait temel fiziksel ve kimyasal 6zellikler (Pubchem 2004)

Kimyasal Formiilii C10H1004

IUPAC ismi (E)-3-(4-hidroksi-3-metoksifenol) prop-2-enoik asit
CAS Numarasi 537-98-4

Molekiil Agirhig: 194,2 g/mol

Renk Acik sar1

Erime Noktasi 168-171°C

Kaynama Noktasi 372-373°C

Buhar Basinc1 0.00000269 [mmHg]

Fiziksel Hali Toz

pKa 4,61

1.4. ila¢ Tastyic1 Sistemler

Son yillarda, geleneksel dagitim sistemleri olarak bilinen soliisyonlar,
emiilsiyonlar, losyonlar, jeller ve aerosollere ek olarak bir¢ok yeni kozmetik dagitim
sistemi piyasaya siirlilmistir. Coklu emiilsiyon sistemleri, vezikiiler ve partikiil
sistemleri en sik kullanilan yeni uygulama sistemleri arasindadir. Ozellikle nanopartikiiler
sistemler en c¢ok tercih edilen ila¢ tasiyici sistemlerdir. Nanopartikiiller, ilag hedefleme,
verme ve saliverme konusunda biiylik avantajlar saglar, tani ile tedaviyi birlestirmek igin
ek potansiyelleri ile nanotipta en 6nemli araglardan biri olarak ortaya ¢ikar. Temel
ozellikleri Sekil 1.4°te gosterilmektedir. Ana hedefler, biyolojik ortamdaki stabilitelerini
gelistirmek, aktif bilesiklerin biyolojik dagilimina aracilik etmek, ila¢ yiiklemesini,
hedeflemeyi, tasimayi, salimi ve biyolojik engellerle etkilesimi 1iyilestirmektir.
Nanopartikiillerin veya bunlarin bozunma tirlinlerinin sitotoksisitesi biiyiik bir problem
olmaya devam etmektedir ve biyouyumluluktaki gelismeler acik¢a gelecekteki

arastirmalarin ana kaygisidir (Tiwari vd. 2012).


https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=537-98-4
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Sekil 1.4. Nanopartikiillerin temel 6zellikleri

1.4.1. Formiilasyonlarda Kullanilan tasiyic1 sistemler

Klasik topikal formiilasyonlar derinin nemlendirilmesi gibi ylizeyel problemlere
¢Oziim olarak kullanilmaktadir. Ancak giiniimiizde topikal iiriinlerden beklenen etkinin
artmast nedeniyle lipozom, niozom, mikro kapsiil gibi yeni tasiyici sistemler ilgi
¢ekmektedirler. Hazirlanan bitmis tirlinlerden beklenen etki etkin maddenin en verimli
sekilde emilimidir. Topikal formiilasyonlarda kullanilan tasiyict sistemler Cizelge 1.2°de

verilmektedir.

Cizelge 1.2. Topikal formiilasyonlarda kullanilan ilag tagiyici sistemler

Emiilsiyon Sistemler

Vezikiiler Sistemler

Partikiiler Sistemler

Klasik Emiilsiyonlar
Coklu Emiilsiyonlar
Mikro Emiilsiyonlar
Nano Emiilsiyonlar

Lipozomlar
Etazomlar
Niozomlar
Diger sistemler

Mikrokapsiiller
Mikropartikiiller
Nanokapsiiller
Naylon Partikiiller

Kati lipit Nanopartikiiller

» Lipozomlar biyolojik zarlara benzerler ve biyolojik olarak parcalanabilirler.
Hazirlama yontemi, kullanilan lipidler kadar lipozomlarin davranigimi da
etkilediginden, hazirlama yontemi ve lipozomlarin bilesimi dikkatle se¢ilmelidir.

» Niozomlar, iyonik olmayan ylizey aktif maddelerden ve kolesteroldan olusur.
Niozomlarin yapisi, sulu bir bolmeyi ¢evreleyen esmerkezli ¢ift tabakaya sahip

lipozomlara benzerdirler.
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1.4.2. Niozomlar

Iyonik olmayan amfifillerle belirli sulu c¢ozeltilerde kendi kendine bir araya
getirme teknolojisi ile formiile edilen iyonik olmayan yiizey aktif madde vezikiilleri
(Niozomlar) ilk olarak kozmetiklerin gelistirilmesinde kullanilmistir. Son yillarda,
eczacilik alaninda nanoteknolojilerin gelismesiyle birlikte, giderek daha fazla c¢alisma,
ilag dagitimi i¢in nanotasiyici olarak niozomlara odaklanmistir. Niozomlar, stabilitelerini
ve etkinliklerini arttirmak amaciyla farkl tiirdeki ilaglar kapsiilleme yeteneklerinden
dolay1 lipozomlara ve polimerozomlara bir alternatif olabilir. Diger nanopartikiillerin
aksine, yapisal olarak lipozomlar, polimerozomlar ve niozomlar bir¢cok benzerlige
sahiptir ve hepsine hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglar yiiklenebilir. Bu nedenle, bir
kesecik i¢inde hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaclar1 birlikte verebilirler.
Lipozomlarla karsilastirildiginda, niozomlarin iyi stabilite, diisiik maliyet, kolay formiile
edilme ve dlgek biiyiitme gibi avantajlart vardir. Niozomlar ¢ok daha kararlhidir ¢linkii
olusturan malzemeleri, iyonik olmayan yiizey aktif maddeler hem fiziksel hem de

kimyasal kararlilik agisindan lipidlerinkinden daha kararlidir (Durak vd. 2020).

1.4.3. Non iyonik siirfaktanlarin yapisi

Non-iyonik stirfaktanlarda; etilen oksit veya propilen oksit gruplar
bulunmaktadir. Non-iyonik ylizey aktif maddeler suda ¢o6ziinen fakat iyonlarina
ayrilmayan yiizey aktif maddelerdir. Coziniirlik etkisi etilen oksit ilavesi ile
saglanmaktadir. Siirfaktanlarin Hidrofil Lipofil Denge (HLB) degerleri Cizelge 1.3’te
gosterilmistir (Bnyan vd. 2018).

Cizelge 1.3. Non iyonik siirfaktanlarin HLB degerleri (Bnyan vd. 2018)

Siirfaktanlar HLB Degerleri
Tween 20 16,7
Tween 40 15,6
Tween 60 14,9
Tween 80 15,0

Span 20 8,6
Span 40 6,7
Span 60 4,7
Span 80 4,3

10
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1.4.4. Niozomlarin yapisi

Niozomlarin temel yapisal birimlerini anlamak énemlidir, ¢ilinkii bu yapilar hangi
maddelerin niozom olusturabilecegini ve dagitim i¢in ilaglarin yilikleme mekanizmasini
belirleyebilir. Lipozomlara benzer sekilde, niozomlar iki katmanli yapiya sahip iyonik
olmayan yiizey aktif madde vezikiilleridir. Hidrofilik kafalar sulu ¢ozeltilerin ve
hidrofobik kafalar organik ¢ozeltilerin karsisindadur. Iki tabakal1 vezikiiller tek lamelli ve

cok lamelli vezikiiller olarak ikiye ayrilabilir.

Cok katmanl vezikiiller, en az 2 ¢ift katmanl kesecik veya bir veya daha fazla
kiigiik kesecik igeren biiyiik bir kesecik tarafindan olusturulan esmerkezli dairelerdir. Bu
nedenle, ¢ok katmanli vezikiillerin partikiil boyutu genellikle tek katmanh
vezikiillerinkinden daha biiyiiktiir. Genellikle, niozomlar mikron alt1 (kolloidal) boyut
araliginda Sekil 1.5’te gosterilmektedir. Kiigiik tek lamelli vezikiillerin (SUV) partikiil
boyutlar1 yaklagik 10-100 nm, biiyiik tek lamelli vezikiiller (LUV) 100-3000 nm ve ¢ok
lamelli vezikiiller (MLV) 5 um’den biiyiiktiir (Durak vd. 2020).

e,
At (7
7

s,

iy,

)

AN

“ -
AN

Multilamellar Vesicles Large Unilamellar Vesicles Small Unilamellar Vesicles
(MLVs) (LUVs) (SUVs)

Sekil 1.5. Niozom ilag tastyict sistemlerin yapisi (Durak vd. 2020)
1.5. Niozomlarin Hazirlama Yontemleri
1.5.1. Proniozom yontemi ile niozom olusumu
Kuru niozomlar olarak da adlandirilan proniozomlar, hidrasyondan sonra kisa

siirede niozomlara doniistiiriilebilen iyonik olmayan yiizey aktif madde vezikiillerinin

kuru form formiilasyonlaridir ve 1iyi stabiliteleri nedeniyle artik niozomlarin

11
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formiilasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir. Proniozomlar, iyonik olmayan yiizey
aktif maddelerle kaplanmis suda ¢Oziiniir bir tastyicidan olusur ve kullanimdan 6nce
kolayca niozomlara hidratlanir. Bu yontem, uzun siireli depolama i¢in 1yi fiziksel ve
kimyasal stabilite, nakliye kolayligi ve 6lgek biiyiitme kolaylig1 gibi ¢esitli avantajlara
sahiptir. Ve bu teknoloji, niozomlarin tabletler ve jel gibi farkli formlarda daha fazla
formiile edilmesi icin daha fazla segenek sunabilir. Kapsamli aragtirmalar ayrica
proniyozomlarin oral, parenteral, dermal, transdermal ve okiiler gibi farkli yollardan ilag
verme uygulamasinda basarili bir sekilde kullanilabilecegini bildirmistir. Bu,
stabilitelerini gelistirmek i¢in niozomlardaki su igerigini en aza indirmenin en iyi yoludur

ve uzun siireli depolama igin bir ¢6ziim saglayabilir (Ge vd. 2019).

1.5.2. Sonikasyon

Sonikasyon, niozomlarin hazirlanmas1 i¢in geleneksel bir yontemdir. Bu
yontemin calistirilmas: kolaydir. Ilag ¢ozeltisi (tampon iginde), istenen niozomlar: elde
etmek icin iyonik olmayan yiizey aktif maddenin uygun karigimina optimize edilmis
oranda basitce eklenmeli ve ardindan belirlenen frekans, sicaklik ve siirede sonikasyona
tabi tutulmalidir. Bu ayn1 zamanda niozomlarin parcacik boyutlarini kontrol etmenin de
uygun bir yoludur. Sonikasyon yontemi dar boyut dagilimi ile niozomlarin ¢aplarini
azaltabilir. Ancak prob sonikasyonu, yliksek diizeyde enerji kullanimini igerir ve ani bir

sicaklik artigina ve titanyumun dokiilmesine neden olabilir (Ge vd. 2019).

1.5.3. Mikro akiskanlagtirma yontemi

Mikro akigkanlastirma, alkol ve su gibi iki tiir akiskanin mikrokanallarda
karigtirllmasiyla niozomlarin formiilasyonu i¢in yeni bir yontemdir. Niozomlar,
karigtirma kosullari, yiizey aktif maddeler ve diger malzemeler gibi parametreler optimize
edilerek istenen pargacik boyutlart ve boyut dagilimi ile formiile edilebilir. Niozomlarin
mikro-akiskanlastirma yontemiyle formiilasyonu yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikro
akigskanlastirma yontemlerinin daha kiiciik boyutlarda niozom olusumu, daha 1yi
tekrarlanabilirlik ve formiilasyon kolaylig1 gibi avantajlari nedeniyle son yillarda niozom
formiilasyonunda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu ydntem, niozomlarin

endiistriyel gelisimi i¢in umut verici bir yol olarak kabul edilir (Ge vd. 2019).

12
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1.5.4. ince film hidrasyon yéntemi

Ince film hidrasyonu (TFH), lipozomlarin hazirlanmasinda en yaygin olarak
kullanilan yoOntemlerden biridir. Bu yontem, niozomlarin formiilasyonunda da
kullanilabilir. Membran olusturan malzemelerin bir balon i¢inde organik bir ¢Oziicii
icinde ¢oziilmesini igeren basit bir yontemdir. Organik ¢6ziicii vakumla buharlastirilarak
uzaklastirildiktan sonra balonun i¢inde kuru bir ince film tabakasi olusur. Ilag, su veya
tampon gibi sulu ¢ozelti i¢inde ¢6ziiliir ve ardindan kuru filmi hidratlamak igin ilave
edilir. Niozomlar olusturmak icin bir su banyosunda yiizey aktif maddenin gegis
sicakliginin tizerinde inkiibe edilir. TFH yontemiyle hazirlanan niozomlar ¢ok katmanli
vezikiillerdir (MLV). Bazen bu teknik, dar boyut dagilimina sahip niozomlar1 elde etmek
icin sonikasyon ile kullanilir. Bu yontem, insiilin, doksorubisin ve diger 6zler gibi
ilaclarla yiiklii niozomlar1 formiile etmek i¢in yaygin olarak kullanilmakta olup ilgili

yontemin uygulanmasina yonelik bir gorsel Sekil 1.6’da sunulmaktadir (Ge vd. 2019).

evaporation of sovent
— — —
Rotary Hydration
\ andsonication - ° o
. 99 o
© 0 0

Non-ionic surfactant was
dissolved in organic solvent

Organic solvent removed Adding PBS solution and drugs Formed niosomes
and dryed film formed

Sekil 1.6. Ince film hidrasyon yontemi (Ge vd. 2019)
1.5.5. Ters fazh buharlasma yontemi

Ters fazli buharlagtirma yontemi, iyonik olmayan yiizey aktif maddenin ve diger
katki maddelerinin organik bir ¢oziicli iginde ¢oziilmesini igerir. Yiklenen ilag, su veya
PBS gibi sulu bir ¢6zelti icinde ¢oziiliir ve daha sonra sonikasyon altinda bir emiilsiyon
olusturmak icin organik faza eklenir. Organik ¢6ziicii, niozomlar1 olusturmak igin 40—
60°C'de bir doner vakumlu buharlastirici ile uzaklastirllir. TFH yontemi ile

karsilastirildiginda, REV yontemi ile hazirlanan vezikiiller, tek lamelli veya oligo lamelli
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yapilarda ve homojen boyutta nano pargaciklar verebilmekte olup ilgili yontemin

uygulanmasina yonelik bir gorsel Sekil 1.7°de sunulmaktadir.

p—— S _
Mixed Sonication Rotary evaporation
Non-ionic surfactantwas  Drug was dissolved in The mixture of organic solvent Emulsion formed Organic solvent removed
dissolved in organic solvent ~ aqueous solvent and aqueous solvent Niosome formed

Sekil 1.7. Ters fazli buharlagsma hazirlanmasi (Ge vd. 2019)

1.5.6. Diger niozom ila¢ tasima yontemleri

Niozomlarin hazirlanmasi i¢in eter enjeksiyonu, misel sollisyonu, transmembran
pH gradyan1 ve 1sitma yontemi gibi bazi diger geleneksel yontemler de kullanilir. Bu
yontemler, lipozomlarin formiilasyon yontemlerine benzerdir. Lipozomlarin
formiilasyonu ile karsilastirildiginda, siirfaktanlarin lipidlere kiyasla iyi stabilitesi
nedeniyle niozomlarin hazirlanmasi ¢ok daha kolaydir. Ayrica membran kontaktor

yontemi, 6lgek biiylitme i¢in uygun bir yoldur (Ge vd. 2019).

14



KAYNAK TARAMASI E. MEYDAN

2. KAYNAK TARAMASI

Cilt yaglanma siireclerinin engellenmesi, ¢agdas kozmetik ve estetik tipta temel
konulardan biridir. Birgok arastirma FA’in cilt bariyeri korunmasi agisindan 6nemli
oldugunu gostermistir. Bu calismalar FA’in 6zellikle keratinositler, fibroblastlar, kolajen
ve elastin gibi ana deri yapilari i¢in koruyucu bir role sahip oldugunu kanitlamistir. Ayrica
melanogenezi inhibe ettigini, anjiyogenezi artirdigini ve yara iyilesmesini hizlandirici
etkilere sahip oldugu da yapilan ¢aligsmalar sonucunda bilinmektedir. Gostermis oldugu
tibbi etkileri ve fizyolojik faydalari nedenleri ile tibbi olarak kullanim1 agisindan 6nemli
etkilere sahip oldugu calismalarla gosterilmistir. Ozellikle bugday kepegi icerisinde en
bol bulunan fenolik bilesiktir. Foto koruyucu ajan olarak kullanilabilmekle birlikte
biyobazli polimerlerin hazirlanmasinda da kullanilmaktadir. Zdunska ve arkadaslarinin
FA’in antioksidatif etkisiyle ilgili yapmis oldugu c¢aligmada FA’in tek basina
kullanilmasinda insan fibroblastlari iizerinde 1s1 sok proteinlerini hidrojen peroksitin
neden oldugu bozulmadan koruyan etkili bir madde oldugu bildirilerek feriilik asit
uygulamast ile dnemli 6l¢lide daha fazla hiicre sagkalimi ve daha az ROS kaynakli hasar
meydana geldigi sonucuna varilmistir. Ancak yapilan ¢aligmalar gostermektedir ki, FA
sadece ek bir bilesik olarak degil, ayn1 zamanda antioksidatif 6zelliklere sahip bir aktif
bilesen olarak da kullanilmaktadir (Yin vd. 2019; Ohnishi vd. 2004; Lin vd. 2010; Gao
vd. 2018; Pazo-Cepeda vd. 2020; Zdunska vd. 2018; Oresajo vd. 2008).

Staniforth ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada FA’in tirozinaz aktivitesini
(melanogenezde rol oynayan bir enzim) inhibe ettigi ve melanositik proliferasyonu inhibe
ettigi icin cilt rengini agan preparatlarda da kullanildig1 bildirilmektedir. Bezerra ve
arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alisma da ise FA’in cilt bakimi formiilasyonlarinda ciltte
1s1kla yaslanma siireclerinin geciktiricisi ve 151k koruyucu ajan olarak yaygin sekilde
uygulandigi bildirilmektedir. Ayrica topikal bir antioksidan olarak uygulanmasi, yliksek
lokal konsantrasyon ve diistik kiitan6z metabolizma nedeniyle 6nemli bir uygulama yolu
haline gelmistir. Dahasi, lokal FA hem asidik hem de ndtr pH'da, ayrigmis ve ayrismamis
formda deriye derinlemesine niifuz eder. Ayrica fenolik antioksidanlar iizerine yapilan
arastirmalar, FA’in L-askorbik asit ve a-tokoferol preparatlarinin kimyasal stabilitesini
tyilestirdigini ve dolayisiyla 151k koruma 6zelliklerini artirdigini da gostermistir. FA yiiz

maskelerinin yani sira antioksidan, koruyucu ve nemlendirici kremler/losyonlarin
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tiretiminde de kullanilmaktadir. Cilde iyi niifuz etme, birgok kozmetik formiille
uyumluluk ve diger bilesenlerin stabilize etme 6zellikleri, FA’1 kozmetikte giderek daha
fazla kullanilan bir bilesik haline getirir. Simdiye kadar yapilan aragtirmalar, FA’in,
hiicresel yapilar1 koruyucu rolii ve melanogenezin inhibisyonu ile dogrudan ilgili olan
giiclii antioksidan 6zelliklere sahip oldugunu aciga ¢ikarmaktadir (Staniforth vd 2012;
Bezerra vd. 2017; Saija vd. 1999; Sadick, Karcher vd 2009; Huang vd. 2012).

Bu tez ¢alismasinda kozmetik acidan yiiksek etkileri oldugu bilinen FA’in uygun
niozom formiilasyonlar1 denenerek etkisini yiiksek derecede arttirmasi ve istenilen
ozelliklerde bir iiriin elde edilmesi hedeflenmistir. Bunun i¢in baglangicta cilt yaglanma
stireglerinin iyi anlasilmasi ¢ok 6nemlidir. Cilt yaglanmast hem i¢ hem de dig faktorleri
iceren karmasik bir siiregtir. Dis faktorleri ele alirsak Oncelikle ultraviyole (UV)
radyasyona maruz kalmaktan kaynaklanirken, deride derin c¢izgiler ve kirisikliklar ve
hiperpigmentasyon ile kaba ve piiriizlii sonuglar gosterir. Berton ve arkadaglarinin yapmis
oldugu calismada 1sikla yaslanan cildin, kolajen liflerinin 6nemli 6lgiide bozulmasiyla
iligkilendirilen matris metaloproteinaz enziminin (MMP'ler) aktivitelerini artirdigini
gosterilmigtir. Bu nedenle, MMP-2 aktivitesinin engellenmesi, cilt kalitesindeki
degisiklikler, cilt hidrasyonu, elastikiyet, kalinlik, piiriizliiliik ve cilt pigmentasyonu gibi
goriiniimler cilt yaglanmasini degerlendirmek i¢in énemli parametrelerdir (Berton vd.
2000; Fisher vd 1997).

Glines kremleri, cildi bu zararh etkilere karsi korumak i¢in tasarlanmis topikal
triinlerdir ve kullanimi 6nem tasimaktadir. Peres ve arkadaslari gilines kremlerinde
hidroksisinamik asitler sinifindan bir fenolik bilesik olan FA iceren antioksidanlarin
eklenmesi, giines koruyucu faktorlerini (SPF) iyilestirebilir ve enflamatuvar

reaksiyonlarini 6nlenebilir oldugunu gostermistir (Peres vd. 2018).

Bir¢ok {ilke son zamanlarda kozmetik {iriinleri formiile etmek igin bir¢ok
hammaddeyi ithal etmekte ve ¢ok fazla biitge harcamaktadir. Ekonomik agidan da biiytik
bir pazar payina sahip olan kozmetik sektorii bu konularda yeterli aragtirma ve argeye
sahip olan tilkelere yillardir biiyiik kazanclar kazandirmaktadir. Niozomlar ise bu
sektorde son yillarda arastirmalarin odaginda bir ilag tasima sistemi olarak
popiilerlesmistir. Yeni bir teknoloji olmasindan dolay:1 hala soru isaretlerine sahip bir

sistem olsa da ¢ok sayida avantaj1 oldugu kanitlanmistir. Niozomlar yiiksek stabilite diger
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sistemlere gore daha az maliyet ve yiiksek verimliligi agisindan énemli bir ilag tagima
sistemi oldugu bilinmektedir. Rezaeiroshan ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada
FA’in niozom tasima sistemi igerisinde tasinabildigi kanitlanmistir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda FA’in niozom tasima sistemi ile tasinarak ciltte emilimini arttirmak icin

potansiyel bir yontem oldugu tespit edilmistir (Waddad vd 2013; Rezaeiroshan vd. 2020).

Bu ¢alismalar ele alindiginda FA ve niozom kombinasyonunun istenilen amaglara
hizmet etmesi i¢in uygun bir materyal oldugunu gostermektedir. Bu tez calismasi
kapsaminda yashiligin molekiiler boyutunun incelenmesinin yaninda etkin bir
fotoyaglanma karsiti dogal bir antioksidan {irliiniin de gelistirilmesi konusunda temel

calismalar gerceklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Kullanim Amaglari

Tez ¢alismalar1 kapsaminda kullanilan kimyasallar ve kullanim amaglari1 Cizelge 3.1’de

sunulmaktadir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasallar ve kullanim amaglar1

Kimyasallar

Span 60

Tween 60

Kolesterol

Ferulik asit

Sodyum dodesil siilfat

Bromofenol mavisi

Sodyum azid

Coomassie Brilliant blue

TritonX -100

Kullanim Amaclari

Niozom formiilasyonunun hazirlanmasi igin
gerekli bir ylizey aktif madde olarak
kullanilmastir.

Niozom formiilasyonunun hazirlanmasi i¢in
gerekli bir ylizey aktif madde olarak
kullanilmastir.

Niozom formiilasyonunun hazirlanmasi i¢in
gerekli bir madde olarak kullanilmistir.

Ilgili maddenin analitik standartlarmin HPLC
cihazinda kalibrasyon tablolar1 olusturulmasinda,
secicilik, tespit sinir, tayin sinir1 ve geri kazanim
calismalarinda kullanilmistir. Ayn1 zamanda ilgili
analitik standart farkli derisimlerde hazirlanarak
foto-yaslanma Onleyici etki degerlendirme
caligmalar1 sirasinda kullanilmistir.

Hazirladigimiz preparatlarin  MMP
inhibisyonu belirlemek i¢in yapilan deneyde
Poliakrilamid jel i¢in kullanilmustir.

Hazirlanan preparatlarin MMP inhibisyonu
Belirlemek i¢in yapilan deneyde
poliakrilamid jel i¢in kullanilmastir.

Hazirladigimiz preparatlarin MMP
inhibisyonu belirlemek i¢in yapilan deneyde
kullanilmaistir.

Hazirlanan preparatlarin  MMP inhibisyonunu
belirlemek icin yapilan deneyde hiicreleri
boyamak i¢in kullanilmistir.

Hazirlanan preparatlarin  MMP  inhibisyonu
belirlemek i¢in yapilan deneyde kullanilmistir.
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Cizelge 3.1’in devami

MTT Formazan

Hazirlanan  preparatlarin UV koruyucu
etkisini belirlemek icin yapilan deneyde

kiiltiir galismalarinda kullanilmistir.

Kalsiyum kloriir

Hazirlanan preparatlarin MMP
inhibisyonu belirlemek i¢in yapilan
deneyde kullanilmistir.

Dulbecco’s Fosfat Buffer Salin (DPBS)

Hazirlanan preparatlarin UV koruyucu
etkisini belirlemek i¢in yapilan deneyde
kiiltiir ¢aligmalarinda kullanilmistir.

Hazirlanan preparatlarin MMP

Jelatin inhibisyonu belirlemek i¢in yapilan
deneyde kullanilmistir.
Hazirlanan preparatlarin MMP
Akrilamid inhibisyonu belirlemek i¢in yapilan

deneyde kullanilmistir.

Ammonium peroxodisulfate

Hazirlanan preparatlarin MMP
inhibisyonu belirlemek i¢in yapilan
deneyde kullanilmistir.

TEMED

Hazirlanan preparatlarin MMP
inhibisyonu belirlemek i¢in yapilan
deneyde kullanilmistir.

N, N’-(1,2-Dihydroxyethylene)
bisakrilamid

Hazirlanan preparatlarin MMP
inhibisyonu belirlemek i¢in yapilan
deneyde kullanilmistir.

3.1.1. Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

> Stok Ferulik Asit Hazirlanmasi

e 500 ml MeOH/Kloroform ¢ozeltisi (1/1 v/v) hazirlanmistir (Cozelti A).

e 200 mg FA tartilarak 100 ml cam siseye konulmustur.

e Uzerine 80 mL ¢ozelti A konulmustur (Stok FA).

> Hiicre Kiiltiirii Ortaminin Hazirlanmasi
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500 ml olan DMEM High Glucose (4.5 g/L) with L-Glutamine sisesinden 70 mL
alinmis ve sisede kalan 430 ml DMEM iizerine 50 ml Fetal Bovin Serum (FBS)
eklenmistir. Ardindan siseye 5 mL Sodyum piriivat, 5 mL Non-Essential Amino Asit
(100X), 5 mL Pen-Strep (100X) ve 5 mL Anti-Anti (100X) ilave edilmistir. Sise dikkatli
bir sekilde karistirilmis ve +4 °C’de muhafaza edilmistir. Kullanilacagi zaman siseden

tiipe 50 mL alinmig ve 37 °C de 1sitildiktan sonra kullanilmistir.
» Hiicre Dondurma Ortami Hazirlanmasi

%80 hiicre kiiltiirii ortami1 ve geri kalan %20’ si Dimetil Siilfoksit (DMSO) olacak
sekilde hazirlanmistir. 0,22 um’lik filtreden gegirilmis ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

» MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi

0,02 gram tartilan toz MTT 15 mL 1s1k gegirmeyen tiipiin i¢erisine konulmus ve
tizerine 10 mL PBS eklenerek vorteks yardimiyla ¢oziinmesi saglanmigtir. Ardindan
karanlik bir ortamda 0,22um filtereden gegirilmistir. Isiktan korunacak sekilde +4 °C’de
2 hafta saklanabilmektedir.

» 1 M Tris-HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi

121,14 gram Tris 700 mL ddH-0 i¢inde ¢oziindiiriilmistiir. pH: 7,4'e ayarlanarak

son hacim 1 L'ye tamamlanmuistir.
» 1.5 M Tris-HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi

181,71 gram Tris 700 mL ddH0 i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. pH: 8,8'e ayarlanarak

son hacim 1 L' ye tamamlanmustir .
» 0.5 M Tris-HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi

60,57 gram Tris 700 mL ddH20 i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. pH: 6,8' e ayarlanarak

son hacim 1 L'ye tamamlanmuistir.
» 1 M CaCl2 Cozeltisinin Hazirlanmasi

147,02 gram tartilan CaCl2 800 mL ddH20 da ¢oziindiiriilmiis ve son hacim 1

L'ye tamamlanmistir.

20



MATERYAL VE METOT E. MEYDAN

» %10 SDS Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 gram SDS 90 mL ddH20 igerisin yavasca karigtirilarak ¢oziindiiriilmiis ve son

hacim 100 mI’ye tamamlanmistir. Oda sicakliginda saklanmustir.
» %10 APS Hazirlanmasi

0,10 gram Amonyum persulfat 1 ml ddh20 da ¢oziindiiriilmistiir. Her deney igin

taze hazirlanmastir.
» %30 Akrilamid / Bis Cozeltisinin Hazirlanmasi

290 gram akrilamidi ve 10 gram bis akrilamid tartilarak 600 ml ddH2O iginde
karistirict yardimiyla ¢oziindiiriilmiistiir. Ardindan hacim 1 L’ye tamamlanmistir.

Karanlik bir ortamda +4°C’de saklanmaistir.
» Jelatin Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,1 gram tartilan jelatin 10 ml ddH20 igerisinde 60°C’de ¢oziindiirilmistiir.
Kullanmadan 6nce sogumasi beklenmistir. Kullanmadan once jelatin soliisyonunu oda

sicakligina sogutulmustur. Jelatin ¢ézeltisi yapildiktan hemen sonra kullanilmistir.
> 5X Indirgeyici Olmayan Ornek Tamponu Hazirlanmasi

5X Indirgeyici Olmayan Ornek Tamponu Cizelge 3.2°de belirtildigi sekliyle
hazirlanmigtir. Dort birim protein 6rnegi ve bir birim hazirlanan tampon ile karistirilarak

son konsantrasyon 1X olarak 6rnekler hazirlanmis ve jele yiiklenmistir.

Cizelge 3.2. 5X non-reducing sample buffer (pH 6,8) bilesimi

Final Konsantrasyon 250 mL

4% SDS 10 g

20% Giliserol 100% igerisinden 50 ml
0.01% Bromofenol mavisi 0,025 ¢

125 mM Tris-HCI 491¢g

H20 200 mL
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» Yikama Tamponu Hazirlanmasi (pH 7,5)

Yikama Tamponu Cizelge 3.3’teki sekilde hazirlanmistir. Tampon proteinin

yeniden katlanmasina izin vererek SDS’i jelden uzaklastirma mantigiyla ¢aligir.

Cizelge 3.3. Washing buffer (pH 7.5) bilesimi

Final Konsantrasyon

250 mL

2.5% Triton X-100

100% igerisinden 6,25 mL

50 mM Tris HCI 1 M stoktan 12,5 mL

5 mM CaCl: 2 M stoktan 625 pL

1 uM ZnCl 0,1 M stoktan 2,5 uLL
H20 228 mL + 2 mL 2% NaNs

> Inkiibasyon Tamponu Hazirlanmasi

Yikama Tamponu Cizelge 3.4’te gosterildigi sekilde hazirlanmistir.

kosullarinda saklanmastir.

Cizelge 3.4. Inkiibation buffer (pH 7,5) bilesimi

Final Konsantrasyon

250 mL

1% Triton X-100

100% igerisinden 2,5 mL

50 mM Tris-HCI 1 M stoktan 12,5 mL

5 mM CaCl: 1 M stoktan 1250 ml CaCl2
1 uM ZnCl2 0,1 M stoktan 2,5 pL

H20 233 mL + 2 mL 2% NaNs

» Boyama Cozeltisi Hazirlanmasi

Oda

200 ml metanol (MeOH), 50 ml Asetik asit ve 250 ml ddH20 bir cam siseye alinip

karistirictya alinmigtir. Ardindan {izerine 0,5 gr Commansie brillant mavisi eklenerek

homojen bir karisim elde edene kadar karistiriciya birakilmistir. Oda kosullarinda

saklanmustir.
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» Destaining Cozeltisi Hazirlanmasi

200 ml Metanol, 50 ml Asetik asit ve 250 ml ddH>O homojen bir karisim elde

edinceye kadar karistiriciya alinmistir. Oda kosullarinda saklanmistir.

3.2. Ferulik Asit Analizleri

Fenolik asitlerin belirlenmesi kapsaminda bugday 6rneklerinde fenolik asitlerin
analizi (Cengiz vd. 2020) tarafindan bildirilen bir HPLC ydntemibazi modifikasyonlar
yapilarak gerceklestirilmis olup, Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’da ilgili yontem ekstraksiyon

asamalar1 gosterilmektedir.

Cizelge 3.5. Ferulik asit ekstraksiyon agamalari

Ferulik asit ekstraksiyon asamalari

Homojenizasyon | 50-gram bugday ornegi tartilip, 6giitiilmiistiir.

Tartim Ogiitiilmiis 6rnekten 1-gram tartilmistir.
Hidrolizasyon 30 mL 0.5 M NaOH eklenmistir.

Sonikasyon 60°C’de 37 kHz’de 120W 23 dk boyunca
uygulanmistir.

Sonikasyon

Nétralizasyon 3N HCl ile pH=7"ye ayarlanmistir.
30 mL Etanol eklenip manyetik karistiricida 5 dakika

Ekstraksiyon bekletilmistir.
Filtrasyon C_Jozeltl ﬁltre.k_agl‘dlr.ldan stiziilerek, sliziintii 0,45 um siringa ucu
filtreden gegirilmistir.
- HPLC viali icerisine 3 kat metanol ile diliie edilerek analize
Diliisyon

hazir halegetirilmistir.

» Elde edilen ekstrakt asagida metodik kosullar1 verilen HPLC cihazinda analiz
edilmistir.
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Cizelge 3.6. HPLC cihaz1 analitik kosullari

HPLC cihaz1 analitik kosullar

Cihaz Agilent 1200

Dedektor Diode Array Dedector

Kolon ODS3 Intersil column (250 mm x 4,6 mm X Sum)

Akis hiza 1 mL min?

Kolon sicakhgi 30 °C

Dalga boyu 319 nm

Eliisyon profili Izokritik A: %2,5 KH2PO4 O- H3PO4 (aq) pH 3’e ayarlanmistir
b o

3.3. Niozom fla¢ Tasima Sisteminin Hazirlanmasi

Niozomal vezikiiller, Kassem ve arkadaglar1 (Kassem vd. 2017) tarafindan
bildirilen film hidrasyonu yonteminde bazi degisiklikler yapilarak iiretilmistir. Belirtilen
yonteme gore, farkli miktarlarda Span 60, kolesterol ve FA, 250 mL'lik yuvarlak tabanli
bir sisede 20 mL metanol ve kloroform (1:1, v/v) igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Sise FA’in
bozulmasini 6nlemek i¢in aliiminyum folyo ile kaplanmistir. Organik faz, balonun i¢inde
ince bir kuru film olusturmak i¢in 60°C'de ve 100 rpm'de bir doner buharlastirici
(Heidolph, Almanya) ile vakum altinda buharlastirilmistir. Tween 60, 20 mL 1lik suda
(60°C) ¢oziindiiriilerek filme eklenmistir. Vezikiillerin daha iy1 olusumunu saglamak icin
sisede 15 adet cam boncuk kullanmlmistir. Yiizey aktif madde igerigi tiim
formiilasyonlarda ayni (300 mg) olacak sekilde ayarlanmistir. Olusan vezikiiller, niozom
elde etmek icin 45 dakika boyunca 70°C ve 250 rpm'de calkalanmistir. Niozomlarin
hazirlanmasindan sonra, dispersiyon oda sicakliginda birakilip ardindan 10 dakika (30
saniye a¢ik- 30 saniye kapali) prob sonikatdre tabi tutulmustur. Niozomlar farkli HLB
degerlerinde hazirlanmistir. Hazirlanan niozom formiilasyonlart Cizelge 3.7°de

verilmistir.

24



MATERYAL VE METOT E. MEYDAN

Cizelge 3.7. Hazirlanan niozom formiilasyonlar1

Formiilasyon Kodu HLB FA Kolesterol
0 12 0,00 90,00
1 10,00 2,00 5,910
2 10,00 2,00 174,09
3 10,00 2,00 90,00
4 10,00 3,68 90,00
5 12,00 3,00 140,00
6 6,63 2,00 90,00
7 12,00 3,00 40,00
8 10,00 2,00 90,00
9 10,00 0,318 90,00

10 10,00 2,00 90,00
11 8,00 3,00 140,00
12 10,00 2,00 90,00
13 12,00 1,00 40,00
14 12,00 1,00 140,00
15 10,00 2,00 90,00
16 8,00 1,00 40,00
17 13,36 2,00 90,00
18 8,00 1,00 140,00
19 10,00 2,00 90,00
20 8,00 3,00 40,00

3.4. insan Derisi Fibroblast Hiicrelerinde Sitotoksik Testler

Bu calismalar kapsaminda deneme materyali olarak kullanilacak olan FA ve
tiretilen preparatlarin farkli konsantrasyonlar1 hazirlanarak fibroblast (Bj) hiicrelerinde
sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. lgili ¢alismalar (Manosroi, Chutoprapat, Abe,
Manosroi vd. 2012) tarafindan bildirilen yonteme gore gergeklestirmistir. Kisaca, 1 x 104
insan derisi fibroblastlari (6. pasaj), 96 kuyucuklu plakadaki her bir kuyucuga toplam 200
pL hacimde eklendi ve %5'lik bir CO'da 37 + 1°C'de 24 saat boyunca plakaya hiicrelerin
tutunmasi i¢in birakilmistir. Hiicreler daha sonra ekstraktlarin bes seri konsantrasyonunun
20 pL’si (0,001-10 mg/mL) ile muamele edilmis ve 24 saat boyunca ayni durumda
tutulmustur. Inkiibasyon siiresi dolan hiicrelerin medyumu dékiilmiis 30 pL/kuyucuk
olacak sekilde ¢oklu pipet ile MTT konulmustur. MTT c¢ikarildiktan sonra, 100
puL/kuyucuk DMSO’ da 30 dk oda sicakliginda birakilmistir. Absorbanslar, 540 nm'de bir
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mikroplaka okuyucu tarafindan okunmustur. Ek olarak bu deneyde yontemde degisiklik
yapilarak SRB testi yerine MTT kullanilmustir.

3.5. Ferulik Asit ve Preparatlarmin Fotoyaslanma Inhibisyonu Etkisinin
Belirlenmesi

Proje kapsamindaki etkisi arastirilacak preparatlarin fotoyaglanma etkisini inhibe
etme potansiyeli MMP aktivitesini 6l¢iilmesi ile belirlenmistir. MMP aktivitesi 1sikla
yaslanan cildin, kolajen liflerinin 6nemli 6l¢lide bozulmasiyla iliskilendirilen matris
metaloproteinaz enzimi olarak isimlendirilmekte olup, bu aktivitenin belirlenmesi
fotoyaslanmanin bir belirteci olarak dngériilmektedir (Berton vd 2000) Ilgili aktivite testi
(Manosroi vd. 2012) tarafindan bildirilen yonteme gore gerceklestirilmistir. Belirtilen
yonteme gore kiiltiire edilen fibroblast hiicrelerine sitotoksisite ¢calismalarinda belirtildigi
sekliyle calisilmasi segilen preparatlarin farkli konsantrasyonlari ilave edilerek ve
toplamda 200 pL olan ¢ozeltiye 3 mL FBS icermeyen DMEM eklenmistir. Plaka 24 saat
inkiibe edilerek iist faz alinacak ve MMP aktivitesi (Wu vd. 2008) tarafindan bildirilen

vertikal jel elektroforezi yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.6. Secilen Preperatlarin UVB Koruyucu Etkisinin Belirlenmesi

Secilen preperatlarin UVB koruyucu etkisini belirlenmesi Patwardhan ve
arkadaslar1 (Patwardhan vd. 2015) tarafindan bildirilen yonteme gore gergeklestirilmistir.
Bu c¢alismalar kapsaminda UVB lambalar kullanilmistir. Lambalar kiiltiire edilen insan
fibroblast hiicreleri lizerine 30 cm mesafeden 1,12 saniye degerlerinde uygulanmis olup
ve uygulama siireleri sonucunda MTT testi gergeklestirilerek preparatlarin UV maruziyeti
altindaki hiicrelerde koruyucu etkileri degerlendirilmistir. MTT testinin uygulanmasinda
5x104 sayidaki hiicreler 96 well plate icine ekimleri gercgeklestirilerek inkiibasyona
birakilmigtir. Siire sonunda hiicreler DPBS ile yikanip UVB 15181na maruz birakilmistir.
Maruziyet sonucunda hiicreler MTT reaktifi kullanilarak yeniden inkiibe edildi. Siire

sonunda 570 nm dalga boyundaki eliza cihazinda absorbans degerleri tespit edilmistir.
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3.7.1. Partikiil boyutu ve yiikiiniin belirlenmesi

Bu ¢alismalar dinamik 151k sagilma (DLS) yontemine gore bir Zetasizer (Nano
ZS system, Malvern Instruments, Worcestershire, UK) cihaz1 kullanilarak

gerceklestirilmistir.

3.7.2. Ila¢ yiikleme veriminin belirlenmesi

Bu ¢alismamalarda 1,5 ml hacminde hazirlanan niozom dispersiyonu sogutmali
ultrasantrifiij cihazi kullanilarak 17000 devir/dk’da +4°C de 90 dakika santrifiij
edilecek ve siire sonunda iist faz tiipten alinarak FA yoniinden analiz edilmistir. Elde

edilen sonug asagidaki formiile gére degerlendirilerek yiikleme verimi tespit edilmistir.

. . . Toplam ferulik asit diizeyi — Ust fazda tespit edilem ferulik asit diizeyi
[lag yiikleme verimi = - — - x 100
Toplam ferulik asit diizeyi

3.7.3. pH ve goriiniis degerlendirilmesi

Ila¢ yiikleme verimine gore segilen preparatlarin pH degerleri bir pH-metre
cihazinda 25 + 0,5°C de belirlenmistir. Hazirlanan niozomlar 25 + 0,5°C de ve 4 = 0,5°C
de 6 ay boyunca saklanmis, preperatlarin zamana ve sicakliga bagli pH degisimleri ile

goriiniisleri degerlendirilmistir.

3.7.4. istatistiksel cahsma

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analiz degerlendirmesi igin Minitab

17 stirimi kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

FA bir bugday atik maddesi olarak atfedilen kepek kisminda yiiksek olarak
bulunan ve olduk¢a ucuz, kolay bulunabilen ve kimyasal yontemlerle ekstrakte edilerek
saflastirilabilen bir bitkisel sekonder metabolittir. Bugdayin kepek fraksiyonundaki
konsantrasyonu tiire ve cinse bagli olmak tizere yaklasik 500-1500 mg/kg civarindadir.
Bu proje kapsaminda ferulik asidin standart formu kullanilarak uygun niozomlar i¢inde

taginmast yoluyla ultraviyole ve fotoyaslanma koruyucu 6zellikleri degerlendirilmistir.

4.1. Feriilik Asit Etkin Maddesi Tanimlamasina Yonelik Yapilan Calismalara Ait
Bulgular

4.1.1. Etkin madde Ferulik asit i¢in UV spektrumununum incelenmesine ait
bulgular

Etken madde FA i¢in etanol igerisinde ¢ekilen UV spektrumlarinda, en yiiksek
absorbsiyon degerinin 319-335 nm dalga boyu araliginda oldugu goriilmiistiir. Tespit
edilen maksimum dalga boyu araligi olan 319-335 nm’nin FA etken maddesi igin
Razborsek ve arkadaslarinin literatiirde bildirdigi dalga boyuna uygun oldugu sonucuna

varilmis olup elde edilen UV spektrumu Sekil 4.1°de gosterilmistir (RazborSek vd. 2021).

DAD1, 22.181 (41.2 mAU, -) of FER1ONEWW .D
m AU

35
30
25
20
15
10

o m

Sekil 4.1. Ferulik asite ait UV spektrumu
4.1.2. Feriilik asit kromatografik analizleri

FA’nin analizi ve miktar tayini yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
kullanilarak Boliim 3.2.°de bildirildigi sekilde tayin edilmistir. Optimum sonuglar i¢in
yapilan ¢calismalarda farkli mobil faz oranlari ve akis hizlar1 denenmistir. Optimum sartlar
altinda gergeklestirilen numune analizlerinde Sekil 4.2’de belirtilen kromatogram elde

edilmistir.
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4.1.3. Etken madde ferulik asit icin miktar tayinine ait bulgular

mALl
A600 —

b Ferulik asit
1400 =
1200 —f
1000 —f

200 —f
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T T T T T
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Sekil 4.2. Ferulik asidin HPLC analizi sonucunda elde edilen kromatogram
4.1.4. Etkin maddenin HPLC yontemi ile standart dogrusunun cizilmesi

Miktar tayini c¢aligmalarinda kullanilmak {iizere FA’in kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Bu amagcla farkli konsantrasyonlarda hazirlanan FA belirtilen sartlar
altinda HPLC sistemine enjekte edilmis ve uygulanan konsantrasyon degerine karsilik
cithazin vermis oldugu pik alanlar istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Bu ¢ercevede

elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.3’te sunulmaktadir.

100 Ferulic acid
Concentration (ppm) = 0,9687 + 0,01525 Area

__ 8o
E
=
.=
= (=)
e
=
A A0
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=
=
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20
S 0538437
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o R- Sag [adj) 0D D
Ln] plo e ul 2000 I000 A0 SO00 SO0 TOOy
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Sekil 4.3. Ferulik aside ait kalibrasyon grafigi

4.2. Niozom ila¢ tasima sisteminin hazirlanmasi
Hazirlanan niozomlar 3.3.’te bildirilen yontem kullanilarak hazirlanmigtir.
Formiilasyon gelistirme ¢alismalar1 kapsaminda, birden fazla formiilasyon deneme

caligmas1 yapilmistir. Rezaeiroshan ve arkadaslarinin yapmis oldugu formiilasyonlar

29



BULGULAR VE TARTISMA E. MEYDAN

temel alinip gelistirilmekle birlikte biz ayrica FA miktarlarin1 degistirerek optimum
formiilasyonlar1 enkapsiilasyon verimine gore belirlenmistir (Rezaeiroshan vd. 2020).
Formiilasyon deneme ¢alismalar1 detayli olarak Cizelge 3.7’de sunulmaktadir. Yapilan
formiilasyon denemelerine HPLC metodu kullanilarak miktar tayini analizleri
gerceklestirilmistir. Secilen formiilasyonlara ait kramotogram sonuglari Sekil 4.4 ve Sekil
4.5’te sunulmaktadir.

1200—; Ferulik asit

400 —|

200 —|

o

Sekil 4.4. Nio-1 ait Ferulik asit ait igeren niozomal preparata ait HPLC kromatogrami
- Ferulik asit

400 —|

200 —|

o-

Sekil 4.5. Nio-2 ait Ferulik asit i¢eren niozomal preparata ait HPLC kromatogrami

4.3. Hazirlanan Niozomal Preparatlarin Karakterizasyonu

4.3.1. Partikiil boyutu ve zeta potansiyelinin belirlenmesi

Bu ¢alismalar 3.7.’te belirtildigi sekliyle gerceklestirilmistir. Sonuclar asagidaki
grafiklerde yer almaktadir. Niozomal preperatlarin cilt bariyerlerinden gecebilecek boyut
araliginda (100-200 nm) ve zeta potansiyelinin beklenen aralikta oldugu Sekil 4.6 ve
Sekil 4.7°de gosterilmektedir. Biiylik negatif veya pozitif zeta potansiyel degerleri,
vezikiiller arasinda itici etkilesimi indiikler ve bdylece vezikiillerin toplanmasin1 dnler

(Avadhani vd. 2017). Buna gore, bu ¢caligsmada, tiim formiilasyonlarin zeta potansiyelinin,
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vezikiillerin fiziksel stabilitesi i¢in kabul edilebilir bir deger olarak kabul edilen -30

mV’den den az oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.6. Optimum niozom formiilasyonuna ait partikiil boyutu degerleri
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Sekil 4.7. Optimum niozom formiilasyonuna ait zeta potansiyel (ZP) degerleri

4.3.2. Tlag yiikleme veriminin belirlenmesi
Bu calismalar Bo6liim 3.7.2.°de anlatildig1 sekilde yapilmistir. Yapilan deneyler
sonucunda optimum ila¢ yiikleme verimi %42,73 olarak bulunmustur. Rezaeiroshan ve
arkadaslarinin yaptig1 c¢alismalarda optimum ila¢ yiikleme verimi %?21.64 olarak
bulunmus olup, bu deger tez calismasit kapsaminda elde edilen sonuglarin altinda
kalmistir (Rezaeiroshan vd. 2020). Literatiirde benzer ¢calisma olmamasi ve FA’in tasima
sistemi olmadan ciltten emilim oraninin diisiik olmasi nedeniyle gelistirilmis oldugumuz
niozom formiilasyonu FA’in deriden ge¢isi i¢in Onem tagimaktadir. Enkapsiilasyon

veriminin kolesterol miktari, FA miktar1 ve HLB degerine etkisi Sekil 4.8’de Merkezi
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Kompozit Tasarim (CCD) ait kontiir grafikleri ile verilmistir. Kontiir grafikleri
sonucunda FA miktariin formiilasyona etki ettigi bunun yaninda HLB degerinin §-12
araliinda daha iyi enkapsiilasyon verimi verdigi, kolesterol miktarmin ise 100-140
araliginda daha iyi enkapsiilasyon verimi verdigi gosterilmistir. Sekil 4.9’da ise kolesterol
miktari, FA miktar1 ve HLB degerinin ayr1 ayr1 enkapsiilasyon verimi iizerine etkileri

gosterilmistir.

KOLESTEROL o

EE 5

Sekil 4.8. a) Kolesterol igerigi ile Ferulik asit miktar1 arasindaki etkilesimin %
Enkapsiilasyon verimi {izerindeki etkisini gosteren kontur grafigi; b) Ferulik asit miktar
ile sirfaktan HLB degeri arasindaki etkilesimin % Enkapsiilasyon verimi {izerindeki
etkisini gosteren kontur grafigi; ¢) Kolesterol igerigi ile siirfaktan HLB degeri arasindaki
etkilesimin % Enkapsiilasyon verimi lizerindeki etkisini gosteren kontur grafigi

32



BULGULAR VE TARTISMA E. MEYDAN
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Sekil 4.9. Ferulik asit miktari, HLB degeri ve kolesterol miktarinin enkapsiilasyon verimi
tizerindeki ayr1 ayr etkisi

4.3.3. Zamana bagh pH ve goriiniis degisimi

Cildin pH'1 normalde asidiktir, pH degerleri 4-6 arasinda degisirken, viicudun i¢
ortami1 notre yakin bir pH'1 7-9 arasinda normaldir. Bu, SC ile alttaki epidermis ve dermis
arasinda 2-3 birimlik dik bir pH gradyani olusturur. Asidik bir cilt yiizeyinin fizyolojik
rolli, tarihsel olarak istilact organizmalara karsi bir savunma mekanizmasi olarak
diistiniilmiistiir. Daha yakin zamanlarda, yetkin bir cilt bariyerinin sentezi ve bakiminda
yer alan birka¢ anahtar enzimin pH'dan biiyiik dl¢lide etkilendigi gosterilmistir. Bu
nedenle, cildin islevi ve biitlinliigii ile ilgili olarak pH 6nemli bir parametredir (Ali vd.
2013). Hazirlamis oldugumuz preparatlarin cilde uygulanmas: i¢in uygun pH araliginda
olmas1 gerekmektedir. Tespit edilen sonuglar pH aralifinin literatiirde belirtilen pH
aralig1 ile uyum icinde olduguna isaret etmektedir. Hazirlanan preparatlar arasindaki
zamana bagli pH degisimleri Cizelge 4.1’de sunulmaktadir. Secilen preparatlarin

goriintisleri ise Sekil 4.10°da sunulmaktadir.
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Cizelge 4.1. Sectigimiz formiilasyonlarin pH degerleri

Numune pH 25+ 0,5°C’ de pH 4 +£0,5°C’de pH
Adi t0 6.ay 6.ay
Nio-0 6,92 6,60 6,70
Nio-1 5,96 5,44 5,93
Nio-2 5,62 5,17 5,58

Nio-0

Nio-2

Sekil 4.10. Secilen niozomal preperatlarin goriiniisleri

4.4. insan Derisi Fibroblast Hiicrelerinde Sitotoksik Testler

Sitotoksisite ¢alismalar1 Bolim 3.2.’de belirtildigi sekliyle gerceklestirilmistir. Bu

caligmada Ozetle ekstraktlar 5 seri konsantrasyon olacak sekilde (0.001-10 mg/mL) insan

derisi fibroblast hiicreleri iizerine uygulanmis ve uygulanan dozlar numunelerde toksik

etki gostermemistir. Deneyler sonucunda FA, Nio-0, Nio-1 ve Nio-2’nin insan derisi

fibroblast hiicreleri iizerinde MTT sonuglart Sekil 4.11°de sunulmaktadir. Tim

formiilasyonlar i¢in hiicre canlilig1 kontrolden daha diisiik olmasina ragmen, test edilen

numunelerin hig¢birinde sitotoksik seviyelere ulasilmadigi sonucuna varilmstir.
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Sekil 4.11. Ferulik asit ve segilen niozomal preparatlarin sitotoksisite sonuglari

45. Ferulik Asit ve Preparatlarimin Fotoyaslanma Inhibisyonu Etkisinin
Belirlenmesi

Bilindigi gibi, serbest radikaller cilt yaglanmasinin nedenlerinden biridir. Bircok
antioksidan bu radikalleri temizleyebilir. Ek olarak, MMP-2 ciltte kollajeni bozabilen
anahtar enzimlerden biridir. Bu nedenle, bu enzimi inhibe edebilen herhangi bir bilesik,
cilt kolajeninin bozulmasini yavaslatarak cilt yaslanmasi siirecini inhibe edebilecektir.
FA antioksidan 6zelliginden dolayi cilt bakim tirtinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Zdunska vd. 2018). Bu ¢alismamizda FA iceren segilmis Nio-2 niozomal preperat insan
derisi fibroblast hiicreleri iizerinde kontrol grubuna gore Sekil 4.12°de goriilen sekilde

daha yiiksek MMP-2 inhibisyonu belirlenmistir.

Kontrol Nio-2

MMP-2

Sekil 4.12. Optimum niozomal preparata ait MMP-2 jelatin zimograf goriintiisii
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4.6. Hazirlanan Preparatlarin UV Koruyucu Etkisinin Belirlenmesi

UVB 1sinina maruz kalmanin cildin antioksidan savunma kapasitesini tiikettigi
bilinmektedir. FA’nin antioksidan Ozellikleri sayesinde UVB radyasyonuna bagh
fotokarsigonezi Onledigi tespit edilmistir (Ambothi vd. 2015). Bu nedenle FA igeren
niozomal preperatlarin UVB hasarin1 azaltmasi tezin ana amacit olan fotoyaslanmay1
onlemek icin 6nem tagimaktadir. Sekil 4.13’te FA ve FA iceren niozomal preperatlarin
insan derisi fibroblast hiicreleri lizerinde UVB hasar1 karsisinda kontrol grubuna gore
daha az etkilendigi goriilmiistiir. Grafikte gosterildigi gibi en yliksek enkapsiilasyon
verimine sahip Nio-2’nin kontrol grubuna gore hiicre canliligini 2 katina ¢ikardigi ve en
yiiksek hiicre canliligina sahip oldugu bulunmustur. Bu sayede hazirlamis oldugumuz FA

iceren niozomal preperatlarin UVB hasarini 6nledigi kanitlanmstir.

UVvB
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Sekil 4.13. Ferulik asit ve niozomal preperatlarin UV koruyucu etkisinin belirlenmesi
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5. SONUCLAR

Giines 1sinlarmin cildimize verdigi zararlar 6zellikle son yillardaki arastirmalar
sonucunda toplumda farkindalik bilinci kazanmistir. Giinlimiizde bu zararli 1sinlardan
korunmak i¢in basta giines kremleri olmak tizere pek ¢ok iirlin kullanilmaktadir. Ancak
kozmetik olarak satilan pek ¢ok giines koruyucu {iriiniin cilt sagligina yarariin yaninda
pek cok zarar1 oldugu kesfedilmistir. Ayrica bu iirlinlerin ¢ogunun cildin alt katmanlar1
tarafindan emilimi az oldugu i¢in etkin bir fayda saglanamamaktadir. Bu bilgiler 1s1ginda
tez ¢alismamiz kapsaminda UV Koruyucu etkisi literatiirde genis olarak bildirilen ferulik
asidin niozom teknolojisi ile birlestirilerek emilimi yiiksek ve toksisitesi olmayan etkin

bir formiilasyon gelistirilmistir.

Sunulan tez ¢aligmalari ¢ergevesinde oncelikle FA’e uygun niozom formiilasyonu
belirlenmis ve ardindan yaslanma karsit ve UV koruma iizerine etkileri
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, FA’in niozom ilag tasima sistemleri i¢erisinde
taginarak fotoyaglanma ve giines koruyucu olarak etkisinin oldugunu gostermistir. Sonug
olarak, literatiirde belirtilen ¢alismalar1 destekler nitelikte tez ¢alismalari neticesinde elde
edilen verilerin FA’in yaslanmay1 geciktirici ve ultraviyole dnleyici kozmesétik bir irtine
doniistiiriilebilecegine isaret etmektedir. Boylelikle un endiistrisinin bir yan iriini
formunda ve ekonomik bir hammadde olan FA’in katma degeri yiiksek bir iiriin formuna
dontstiiriilebilecegi gosterilmis olup benzer birtakim materyallerden ayni sekilde gerek
saglik gerekse kozmetik sektoriinde kullanabilecek hammaddeler i¢in iiriin formuna
dontistiirilebilme  imkanlarinin = ele alimmasina yonelik 6ncii  bir c¢alisma
gerceklestirilmistir. Gelistirilen formiilasyonlarin daha sonrasinda jel krem formlarinda

kullanilmak tizere ticarilesmesi ve ekonomiye katkilar saglamasi timit edilmektedir.
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