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Ozet

Cilt Yaslanma Belirtilerini Geciktirmeye Yardimci Bitkisel Ekstre Iceren

Lipozom Formiilasyonlarinin Tasarlanmasi

Cilt yaglanmasi, genetik ve ¢evresel etmenlerin karmasik bir etkilesimi sonucunda
ortaya ¢ikan ¢ok yonlii bir siirectir. Deri, viicutta ¢ok cesitli cevresel faktorlere karsi
ana savunma bariyeridir ve viicut homeostazini, savunmasini ve onarimini
siirdiirmekten sorumludur. i¢ ve dis etkenlere maruz kalmanin cilt yapisina zarar veren

bircok molekiiler siireci harekete gegirdigi iyi bilinmektedir.

Goriiniir 151k dalga boylart dermisin en derin kisimlarina niifuz ederek farkli cilt
hiicrelerine ulagir ve hiicre de oksidatif stresi, hasar ve islev bozuklugunu indiikleyerek
erken foto-yaslanma belirtilerine neden olur. Foto-yaslanmaya katkida bulundugu
diisiiniilen 400-500 nm dalga boyuna sahip olan mavi 151k olarak adlandirilan, yiiksek

enerjili gortiniir (HEV) 151810, yaslanma belirtilerini indiikledigi gosterilmistir.

Oksidatif stresin sebep oldugu Serbest radikallerin yikict etkileri ancak,
antioksidanlarin yardimiyla indirgenebilir. Antioksidanlar, sagligin korunmasi ve
stirdliriilmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynarlar ve ayn1 zamanda kozmetik {iriinlerinin
ayrilmaz bilesenleridir. Antioksidanlarin kullanimi stabilite problemleri nedeniyle
formiilasyonda kullanmak zordur. Antioksidanlar1 korumak ve kozmetiklere
uygulanabilirligini genisletmek i¢in lipozomlarin kullanimi en etkili ¢éziimlerden
biridir.

Depolama sirasinda lipozomlarda membran flizyonu, agregasyon ve kapsiillenmis
materyalin sizmasi gibi stabilite sorunlari olabilir. Ayrica fosfolipidler, doymamus asil
zincirlerinin  peroksidasyonu veya ester baglarmin hidrolizi ile bozulabilir
(Abdelwahed et al., 2006). Lipozomal toz formiilasyonlari, lipozomal dispersiyonlara
kiyasla daha stabil ve uzun siireli saklama i¢in daha uygundur, bu da belirli spesifik
uygulamalar i¢in gereken Ozelliklere daha iyi uyum saglanmasina izin verebilir.
Geleneksel lipozomlarin stabilite sorunlar1 ve fizikokimyasal 6zellikleri bildirilmis
olsa da lipozomlarin biyopolimerler kullanilarak modifikasyonu veya olusumdan
sonra lipozomlara kurutma tekniginin uygulanmasi, lipozomlarin stabilitesini ve

fizikokimyasal 6zelliklerini gelistirmek i¢in etkili yaklasimlar olarak ortaya ¢ikmustir.



Bu calismada, kurutma yoOntemlerinden biri olan piskiirterek kurutma yontemi
kullanilarak antioksidan etkili marigold bitkisel ekstresi iceren lipozomlar
tasarlanmasi amaglanmigtir. Pliskiirterek kurutma ile olusturulan lipozomlar kiire

bi¢iminde, partikiil boyutu dagilimi homojen olan tozlar halinde elde edilir.

Tasarlanan bu formiilasyonlarin Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve hiicre canliligi
tizerinde olan etkenliginin belirlenmesi igin iki farkli hiicre hatti kullanilarak hiicre

kiiltiirii ¢aligmalart yapilmstir.

Anahtar Kelimeler: Cilt Yaslanmasi, Marigold Ekstre, Lipozom, Antioksidan,

Mavi Isik, Piiskiirterek Kurutma Yontemi



Abstract

Designing Liposome Formulations Containing Herbal Extracts That Help Delay

the Signs of Skin Aging

Skin aging is a multifaceted process that occurs because of a complex interaction of
genetic and environmental factors. The skin is the body's main defense barrier against
a wide range of environmental factors and is responsible for maintaining body
homeostasis, defense, and repair. It is well known that exposure to internal and external

factors activates many molecular processes that damage the skin structure.

Early indications of photoaging are caused by visible light wavelengths that reach the
deepest layers of the dermis, affecting various skin cells and producing oxidative
stress, damage, and dysfunction in the cell. High-energy visible (HEV) light, called
blue light with a wavelength of 400-500 nm, which is thought to contribute to photo-

aging, has been shown to induce signs of aging.

The destructive effects of free radicals caused by oxidative stress can only be reduced
with the help of antioxidants. Antioxidants play a very important role in protecting and
maintaining health and are also integral components of cosmetic products. Many of
them are difficult to use in formulation due to their stability problems. The use of
liposomes is one of the most effective solutions to preserve antioxidants and expand

their applicability to cosmetics.

During storage, liposomes may experience stability issues such as membrane fusion,
aggregation, and leakage of encapsulated material. Phospholipids can also be broken
down via ester bond hydrolysis or unsaturated acyl chain peroxidation. (Abdelwahed
et al., 2006). Compared to liposomal dispersions, liposomal powder formulations are
significantly more stable and suited for long-term storage, which may enable greater
modification to the qualities needed for particular applications. While reports of
stability issues and physicochemical characteristics of conventional liposomes have
emerged, the application of drying techniques or the modification of liposomes
through the use of biopolymers have proven to be successful strategies for enhancing
liposome stability and physicochemical characteristics.



The purpose of the study was to design liposomes containing antioxidant effective
marigold herbal extract by using the spray drying method, which is one of the drying
methods. Liposomes formed by spray drying are obtained as spherical powders with

homogeneous particle size distribution.

To determine the effectiveness of these designed formulations on Reactive Oxygen
Species (ROS) and cell viability, cell culture studies were carried out using two

different cell lines.

Key Words: Skin Aging, Marigold Extract, Liposome, Antioxidant, Blue Light,
Spray Drying Method
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Giris
Cilt yaslanmasi yasin ilerlemesiyle olusan dogal bir siire¢ olmak ile beraber dig
etkenler yardimi ile hizlanmaktadir. Etkenlerin en 6nemlisi olan UV 1sinlar1 cildin alt
katmanlarina kadar etki etmektedir. Glines radyasyonu, ozellikle de ultraviyole
radyasyon (UVR) yiiziinden meydana gelen bu tiir yaslanma fotoyaslanma olarak
kabul edilmektedir.
Giines 1stmiminin yaklasik %50'sini olusturan goériiniir 151k 400-700 nm dalga boyuna
sahiptir. Spesifik olarak, mavi 1s1k olarak adlandirilan, 400-500 nm dalga boyuna sahip
yiiksek enerjili goriiniir (HEV) 15181n fotoyaslanma belirtilerini indiikledigi, oksidatif
stresi (ROS) artigina sebep oldugu ve pigmentasyonu arttirdigi belirlenmistir.
Gilintimiizde teknolojinin hayatimizdaki roliiniin artisiyla bilgisayarlar, akill
telefonlar, televizyonlar ve 151k yayan diyotlar (LED'ler) dahil olmak {izere mavi 1518a
cesitli teknolojilerden kaynaklanan bir maruziyet s6z konusudur.
Mavi 1518a maruz kalan insan cildinde ROS gelisimi en zararli yan etkilerinden biridir.
Bu amag ile kullanilan antioksidanlar biyolojik dokulardaki reaktif oksijen tiirlerini
notralize ederek oksidatif zincir reaksiyonlarini durdurabilen ve oksidatif hasari
erteleyebilen maddelerdir (Kumari et al., 2023)
Bu calismada antioksidan etkisi bilinen marigold ekstresi piiskiirterek kurutma
yontemi yardimi ile lipozomlara yiiklenmistir. Lipozomlarin daha stabil ve daha iiziin
stire saklanabilir olmalari i¢in uygulanan piiskiirterek kurutma yontemi Biichi Mini-B-
290 cihazi yardimu ile yapilmistir.
Etkenlik c¢alismalar1 dogrultusun da kullanilan HDFa ve Hekn hiicre hatlarina
uygulana mavi 151k sonrasi artan ROS miktarinin marigol ekstresi igeren lipozomlarin
bulundugu formiilasyonlarimizin etkisiyle kontrol seviyesine geri dondiigii
belirlenmistir.
Sonug¢ olarak marigold ekstresi igeren lipozomal toz formunun cilt yaslanmasina
nedenle olan ROS seviyeleri iizerinde etkenligi gosterilmis ve kozmetik bir iiriin olarak
mavi 151k kaynakli cilt yaslanmalarinin  giderilmesinde etkili olabilecegi

distiniilmektedir.
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GENEL BIiLGILER

1.1.Cilt Yaslanmasi

Yaslanma genetik ve ¢evresel faktorlerden etkilenen ¢ok faktorlii bir siirectir, Viicut
kiitlesi kaybi, zayif hidrasyon, dermis ve epidermis arasindaki birlesiminin
parg¢alanmasi nedeniyle ciltte olusan kivrim, ¢ikint1 ve kirigikliktan olusan dogal bir
olgudur. Cilt, viicut ile dis ¢evre arasinda koruyucu bir bariyer gorevi goriir ve bu
nedenle siirekli olarak radyasyon, patojenler ve kimyasallar gibi dis faktorlere ve

zararli etkenlere maruz kalir.

Cilt yaglanmasi; kronolojik yaslanma, foto yaslanma, hormonal eksiklik ve ¢evresel
faktorlerin sinerjistik etkileri nedeniyle yasla birlikte cilt kalitesinin bozuldugu bir
siiregtir. Bu siireg, glikasyon, serbest radikal olusumu, hiicre dongiisii ve cilt
yaslanmasinin hiicresel ve molekiiler mekanizmasi gibi ¢esitli mekanizmalar

nedeniyle meydana gelir.

Cilt yaslanma siireci, hem endojen faktdrlerin (gen mutasyonu, hiicresel metabolizma
ve hormonal faktér) hem de eksojen faktorlerin (U.V, kirleticiler, kimyasallar ve
toksinler) kombinasyonu nedeniyle ortaya ¢ikan bir¢ok degisikligi icerir (Avola et al.,
2019).

Giines 15181 spektrumu, ultraviyole radyasyondan (280-400 nm) goriiniir 1s18a (400-
700 nm) ve kizilotesi radyasyona (700 nm-1 mm), uzun ve diisiik enerji dalga
boylarma kadar kisa, yiiksek enerjili dalga boylarindan olusur. Goriiniir 151k dalga
boylart dermisin en derin kisimlaria niifuz ederek farkli cilt hiicrelerine ulasir ve
hiicre oksidatif stresi, hasar1 ve islev bozuklugunu indiikleyerek cilt hasarina neden

olur.
1.2. Mavi Isigin Cilt Uzerindeki Etkileri

Mavi 151k, 400-500 nm dalga boylarinda goriiniir 151k Spektrumu iginde yer almaktadir.
Ana kaynagi giines 15181 olan mavi 1518a ek olarak dijital ekranlar, 151k yayan diyotlar
(LED'ler) ve floresan aydinlatma sdylenebilir. Mavi 15181n cilt tizerindeki negatif
etkilerine iligskin endiseler giiniimiizde hizla artmaktadir.

Elektronik cihazlarin yaygin kullanimi1 nedeniyle cildimiz giderek artan bir sekilde

yapay mavi 1518a maruz kalmaktadir.



Mavi 15181n cilt iizerindeki etkileri, maruziyet siiresi, dalga boyuna ve yogunluguna
bagli olarak degismektedir buna gore Yiiksek enerjili mavi 1s18a diisiik diizeyde maruz
kalma, cilt sorunlarina yardimci olmak ile sivilce gibi dermatolojik sorunlarin en aza
indirmektedir. Ote yandan, yiiksek enerjili mavi 1s13a daha uzun siire maruz kalmak,
DNA hasar1 miktarini, hiicre ve doku 6liimiinii ve yaralanmay1 artirarak géz hasarina,
cilt bariyeri hasarina, hiperpigmentasyona ve fotoyaslanmaya neden olabilir (Coats et
al., 2021).

Mavi 1s181n  oksidatif stres ile iligkili sitotoksik etkiler gosterebildigini ve
hiperpigmentasyonu tesvik edebildigini bildiren son gozlemlerle birlikte, mavi 1518a
ve cilt lizerindeki potansiyel zararli etkilerine olan ilgiyi arttirmistir. Mavi 1$181n,
UV A'ya benzer sekilde, ¢ogunlukla dogrudan giines 1s1g1na maruz kalma sirasinda cilt
yaslanmasina ve karsinojeneze katkida bulundugunu bildirilmektedir (Lorrio et al.,

2020).

Deri hasar1 olusum sebebine gore ikiye ayrilir; ekstrensek (fotoyaslanma) ve
kronolojik (dogal) hasarlar. Deri tahribatinin %80-90’1 UV 1s1m1 kaynaklidir. Deri
yaslanmasinin en oOnemli sebepleri arasinda ultraviyole 1sin1 olmakla birlikte
hormonlar, tiiketilen sagliksiz besinler, sigara, nemini kaybetmis deri ve yer ¢ekimi
gibi diger 6nemli faktorler de vardir. Degisik nedenlerle (stres, sigara, UV, hava
kirliligi, radyasyon, ila¢ yan etkileri, vb.) ortaya ¢ikan serbest radikallerin bagta DNA
olmak iizere bircok dokuda tahribata neden olarak yaslanmada biiyiik bir rol oynadigi
kabul edilmektedir.

Yaslanmay1 hizlandiran 6nemli faktorlerden biri ortaya ¢ikis sebepleri belli olmaksizin
yaglanma siirecini hizlandirarak hiicre harabiyetine neden olan Serbest oksijen
radikalleridir. Serbest radikallerin ¢alisma mekanizmasi su sekildedir; Serbest
radikaller enzimlerin faaliyetlerini inaktive eder, oksidasyon ile DNA’y1 kiigiik
pargalara ayirir ve doymamis yaglari pargalarina ayirarak lipit peroksidasyonuna
neden olur, yikimlar ve karsinojenez de baslar. Oksidatif hasar telomerleri etkileyerek
telomer kisalmalarinin hizlanmasina neden olur. Bag dokusu ve seliiler matriks yikimi
yaslanmada 6nemlidir. Serbest radikaller TGF-Beta etkisini, kollajen I ve 11l sentezini
engelleyerek hasar onlemeye katkida bulunur. Kollajenin azalmasiyla Kkollajenaz,
jelatinaz, stromelysin-1 gibi yikim enzimlerinde artis gorilir. Ek olarak,
mitokondrilerin DNA’larinda da harabiyete neden olur, azalan fonksiyonlar enerjinin

uretilmesine neden olur.



1.3.Antioksidanlar

Antioksidanlar cildin saglikli kalmasinda kritik bir rol oynarlar. Cilt bakim {iriinlerinde
Oonemli bir bilesen olarak botanik antioksidan bilesikler, son zamanlarda dikkat ¢cekmis
ve etkenligi dogrulanmistir. Antioksidanlar topikal iiriinlerde farkli amaglarla
kullanilmaktadirlar, ancak asil islevleri saglikli cilt i¢in daha iyi kosullar yaratmaktir.
Dogada, topikal bir foto koruyucu etki gosteren bol miktarda antioksidan ve dogal
fenolik bilesikler igeren maddeler bulunmaktadir. Cilt i¢in faydali olan bu antioksidan
potansiyeli maddeler yaslanmay1 geciktirici, nemlendirici, kirlilik onleyici etkiler

saglar.

Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonlarda bile serbest radikalleri iceren
oksidasyonlarin reaksiyon zincirlerini 6nemli 6l¢iide geciktiren veya dnleyen oldukca
aktif maddeler olarak tanimlanmistir. Antioksidanlarin serbest radikalleri inhibe
etmedeki ana etki mekanizmalarini 6zetlememiz gerekirse; (i) reaktif oksijen tiirlerini
notralize etmek, (i1) selatlama aktivitesi, (iii) reaktif oksijen tlirlerini (ROS) asir1 tireten
enzimlerin inhibisyonu. Kisaca, Antioksidanlar oksidatif hasar reaksiyonlarinin

ilerlemesini engellemede veya yavaslatmada kritik bir rol oynar.

Normalde cilt hiicreleri endojen (hiicresel metabolizma) ve eksojen (UV, hava
kirliligi) faktorlere maruz kalma sonucu ROS iiretirler. Saglikli ciltte, endojen
antioksidanlar serbest radikalleri aninda nétralize ederek bu serbest radikaller ve
endojen antioksidanlar arasinda bir homeostaz olusturmaktadirlar. Ama ROS

miktarindaki artis1 eksojen Antioksidanlar oral veya topikal olarak uygulanmalidir.

Cogu antioksidan, hava, nem, 1s1k, 1s1, metal iyonlar1 ve oksijen gibi bazi ¢evresel stres
kosullar1 altinda dogast geregi kararsiz bilesiklerdir. Aslinda, kozmetik
formiilasyonlarinda  birgok soruna neden olan antioksidan kararsizligidir.
Antioksidanlarin  kararsizligt  nedeniyle, amaclanan raf Omrii  boyunca
formiilasyonlardaki faaliyetlerini siirdiirmek zordur, bu da onlar1 pratik {riinlerde
dogrudan kullanim igin sorunlu hale getirir. Ilk olarak 1961'de Alec Bangham
tarafindan tanitilan lipozom, kozmetik ve farmasotik uygulamalarda aktif
antioksidanlarin kapsiillenmesi i¢in en yaygin tasiyicilardan biri olarak bilinmektedir
(Van Tran et al., 2019). Bu nedenle ¢alismamizda antioksidan maddeyi tasiyici olarak

lipozomal sistemler tasarlanmas1 hedeflenmistir.



1.4.Lipozomlar

Lipozomlar, bir veya birkag c¢ift katmanli fosfolipid membran ile ¢evrili bir i¢ sulu
fazdan olusan amfifilik vezikiiler yapilardir. Bu amfifilik yapilar, lipozomlarin hem
hidrofilik hem de hidrofobik maddeleri yiizey aktif maddelerle herhangi bir iliski

olmaksizin yapilarina kapsiillemelerine izin verir (Yu et al., 2021).
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Sekil 1. Lipozom Yapisi (Nsairat et al., 2022)

Lipozomlarin ana bilesenleri (genel olarak, fosfatidilkolin ve kolesterol) yiizey aktif
madde Ozelliklerini tasimazlar, bu da biyouyumluluklari, biyolojik olarak
parcalanabilir ve diisiik toksisiteleri nedeniyle lipozomlari insanlar i¢in en giivenli ve
en uygun dagitim sistemi haline getirir. Lipozomlarin ilaglar, vitaminler,
antioksidanlar ve antibakteriyel maddeler gibi kararsiz bilesikleri kapsiilleme
yeteneginin, yiiksek kapsiilleme verimliligi, yiiksek ¢oziiniirliik ve aktif bilesiklerin
artan biyoyararlanimi ile yiiksek koruma kapasitesi gibi sayisiz avantajlara sahip
oldugu rapor edilmistir. Bu avantajlar, nihai olarak, etki bolgesinde etkili bir kontrollii

salim 6zelligine sahip dagitim sistemleri olarak lipozomlarin kabiliyetini de arttirir.

Lipozomlar, ince film hidrasyon teknikleri, etanol enjeksiyonu, mikro akigskan
teknolojisi, 1sitma, yliksek kesme dispersiyonu, sonikasyon yontemi gibi yontemler
kullanilarak formiile edilmekteler. Bahsi gegen yontemler, formiilasyonlarda
kullanilacak aktif bilesiklerin fizikokimyasal ozellikleri gibi parametrelere gore

lipozom hazirlanmasi igin kullanilmaktadirlar (Shin et al., 2015).

Tasiyict sistemler arasinda, biyouyumluluklari, stirekli salim potansiyelleri ve hem

hidrofobik hem de hidrofilik bilesikleri tasimaya yonelik c¢ekici yetenekleri nedeniyle



lipozomlar uzun zamandir ¢ok ilgi gérmiistiir. Lipozomlar fosfolipidlerin sulu ¢ozelti
icinde dagildigi, ardindan kendi kendine bir araya gelerek parcaciklarin iki katmanli

membranini olusturdugu kolloidal sistemlerdir.

Depolama sirasinda lipozom dengesizlesmesi, membran flizyonu, agregasyon ve
kapsiillenmis materyalin sizmast gibi degisikliklere neden olabilir. Ayrica
fosfolipidler, doymamis asil zincirlerinin peroksidasyonu veya ester baglarinin
hidrolizi ile bozunabilirler. Lipozomal toz formiilasyonlar, lipozomal dispersiyonlara
kiyasla daha stabil ve uzun siireli saklama i¢in daha uygundurlar, bu da belirli spesifik
uygulamalar i¢in gereken Ozelliklere daha iyi uyum saglanmasina izin verebilir
(Ingvarsson et al., 2011). Bu nedenle tez ¢aligmasinda piiskiirterek kurutma yontemi

kullanilarak toz formunda lipozomal sistemler elde edilmistir.

1.5. Piiskiirterek Kurutma Yontemi

Piskiirterek kurutmada sivi numuneler sicak hava ortamina piiskirtilerek ve
numunedeki sivi fazin uzaklastirilmasi ile triiniin toz halinde eldesine dayanir. Bu
yontemde cihaza 6rnekler siispansiyon, emiilsiyon veya soliisyon halinde verilebilir.
Cihazdan alinan {iriin partikiil veya graniil halindedir. Elde edilen {iriiniin sekli
beslemenin fiziksel ve kimyasal ozellikleri ile kurutucu &zelligine ve operasyon

sartlarina bagl olarak degisir.

Piiskiirtmeli kurutucunun patenti 1872 yilinda Samuel Percy tarafindan alinmustir.
Endiistride ilk kullanimi ise 1920’11 yillarda siit tozu ve deterjan iiretimi olmustur. Bu
asamadan sonra piskiirtmeli kurutma gida, ilag, kozmetik, ziraat ve kimya

sanayilerinde yaygin olarak kullanilmistir.

Piiskiirterek kurutma daha once esas olarak bir dehidrasyon islemi olarak diisiiniilse
de son egilimler bu teknigi giiniimiizde hidrofilik ve hidrofobik aktif bilesikleri igine
alan ¢esitli farmasotik tasiyicilar tasarlamak igin bir ara¢ olarak uygulamaktadir.
Piiskiirtmeli kurutma ile kiiresel formda, tekdiize partikiil boyutu dagilimina sahip toz
tirtin elde edilir. Bagka kurutma yontemlerine kiyasla avantaji kurutma siiresinin daha
kisa olmast ve bunun sonucunda sicakliga hassas iiriinlerin kurutulmasma imkan

saglamasidir. (Barbosa-Canovas, 2005).

Hazirlanan lipozomlara son iglem tekniklerinin uygulanmasiin amaci, genel olarak,
sulu lipozomlara kiyasla daha yliksek stabiliteye sahip kurutulmus lipozomlar
gelistirmektir. Dondurarak kurutma, piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurarak

5



kurutmay1 iceren yaygin islem sonrasi tekniklerinin lipozomlarin stabilitesi ve
biyoyararlanimi arttirmak i¢in kullanilmaktadir. Dondurarak kurutma ile
karsilastirildiginda, sprey kurutma islemi daha hizli, daha ucuz ve tanimlanmis

pargaciklarin iiretimi igin daha uygundur.

1.6. Marigold Ekstresi

Marigold ekstresi diger adiyla Kadife ¢igegi (Tagetes erecta L.), anti oksidan ve anti-
kanser aktiviteleri gosteren ve géz sagligina faydali olan lutein adi1 verilen ksantofil
acisindan zengin bir kaynaktir. Lutein, karotenoid ailesine, yani ksantofillere ait sar1
bir bitki pigmentidir (Sivel et al., 2014). Meksika, Peru, Ekvador, Ispanya, Hindistan
veya Cin'de ticari amaglarla yetistirilmektedir. Kurutulmus Kadife ¢igegi ¢igekleri
%0,1-0,2 karotenoid igerir ve bunlarin %80'i lutein diesterleridir(Boonnoun et al.,
2012)

Luteinin iki 6nemli sekilde islev gordiigiine inanilmaktadir: birincisi yiiksek enerjili
mavi 15181 filtresi olarak, ikincisi ise 151k kaynakli reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
sondiiren ve temizleyen bir antioksidan olarak. Lutein ultraviyole radyasyonlarinin
g0z retinasinda olusturdugu serbest radikallerin noétralize edilmesinde etkili bir rol
oynayarak, gozlerin korunmasinda etkili bir antioksidan olarak bilinmektedir Kanitlar,
lutein tiiketiminin yasa bagli makula dejenerasyonu (AMD) ve katarakt gibi g6z

hastaliklariyla ters iligkili oldugunu gostermektedir.

Bu, luteinin (ve bir stereo izomer olan zeaksantin) lenste ve retinanin merkezi ve
yiiksek keskinlik goriisiinden sorumlu bdlgesi olan makula luteada biriktiginin
bulunmasiyla desteklenmektedir. Caligmalar, lutein takviyesinin, AMD ve diger
okiiler hastaliklar1 olan hastalarda makiiler pigmentin artmasina ve gdérmenin
tyilesmesine yol actigin1 gdstermektedir. Lutein ayrica cildi UV kaynakli hasarlardan
korumaya da hizmet edebilir ve kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltmaya yardimci

olabilir(Alves-Rodrigues & Shao, 2004).

Luteine ait yapisal formiilii Sekil 1'de gosterilmektedir.
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Sekil 2. Luteinin Kimyasal Yapisi(Elkholy et al., 2020)

1.7.Lipitler ile ilgili Genel Bilgiler

Lipoid S100 diger adiyla soyadan elde edilmis fosfolipitler, ham soya fasulyesi
lesitininden saflastirilarak elde edilmektedir (lipoid S100; PC > %96). Bu fosfolipitler
farmasotik ve kozmik alanlari yani sira saglikli beslenme agisindan da oldukga zengin

maddelerdir.

Lesitinler genellikle farmasd6tik iiriinlerde, kremler ve merhemler gibi topikal
tiriinlerde kullanilan dagitici, emiilsifiye edici ve stabilize edici maddeler olarak
kullanilir. Serbest yag asidi igerigine bagli olarak fiziksel formlar1 viskoz yari
sivilardan tozlara kadar farklilasmaktadir. Lesitin, hiicre zarlarinin bilesenlerinden biri
oldugundan ve cilt hiicrelerinden gecirgenligi arttirdigindan topikal formiilasyonlarda
siklikla kullanilmaktadir. Lipozomal sistemlerin ana yapim malzemesi ve teknik
yardimc1 madde olmalarmin yani sira ¢oziicii, 1slatma maddesi ve emiilgator olarak
kullanilmaktadir. Fosfolipitler kaynaklarina gore yumurta fosfolipiti, soya fasulyesi

fosfolipiti ve aycicegi fosfolipitleri olarak formiilasyonlarda kullanilmaktadirlar.

1.8. Kolesterol ile Tlgili Genel Bilgiler

Kolesterol, lipozom bilesiminde stratejik bir rol oynar. Kolesterol amfifilik yapiya
sahip organik bir sterol molekiiliidiir. Yapisal olarak bu molekiil, fosfolipidlerle
hidrojen baglar1 olusturabilen bir hidroksil grubuna ve esnek bir karbonhidratla

hacimli steroid halkasina sahiptir.

Kolesterol, okaryotik hiicre zarinda bulunan 27 karbonlu bir molekiildiir ve hiicre
zarindaki konsantrasyonu, tiim lipit bilesiklerinin yaklasik %30-50’dir. Membran
gecirgenliginin diizenlenmesi, elastikiyet ve sertlik ve membran mukavemeti dahil
olmak tizere kolesterole ¢esitli hayati roller atfedilmistir. Kolesterol, lipozomlarin

formiilasyonunda en ¢ok kullanilan sterol olup, lipozom agregasyonunu dnleyebilir ve



lipozomal membranin stabilitesini gelistirebilir. Kolesterol, lipit ¢ift tabaka
dinamiginin kritik bir diizenleyicisidir ve hiicrelerin normal isleyisi i¢in gereklidir.
Kiicik molekiillere pasif gegirgenligin azalmasi, kolesteroliin  membran
fosfolipitleriyle etkilesiminden kaynaklanir ve membran yapismasini arttirir. Deneysel
caligsmalara gore, lipozom ¢ift katmanlarina eklenen kolesterol, ek bir dengeleyici etki
olarak sayilabilecek lipit degisimini Onleyebilmektedir (Jimenez-Escrig SC &
Sanchez-Muniz Ph D Prf, 2000).

1.9.Laktoz ile ilgili Genel Bilgiler

Laktoz, piiskiirterek kurutma yontemi ile olusturulan lipozomlarin yapiminda
kullanilan en yaygin yardimcit madde tiirlerinden biridir. FDA onaylidir, toksik
degildir, kolayca parcalanabilir ve yeterince yiiksek bir cam ge¢is sicakligina sahiptir
(yaklasik 101°C).

Genel olarak, puskiirterek kurutmali laktoz ¢ozeltileri, su damlaciklardan hizla
buharlastigindan amorf parcgaciklar tiretecektir, bu da laktozun kristallesme siiresini
sinirlandirir. Amorf laktozun stabilitesi zayiftir, ortamdaki nemi hizla emer ve yeniden
kristallesir. Ogiitiilmiis inhalasyon laktozu, diizensiz sekilli pargaciklara ve yapiskan

akis 6zelliklerine sahip, oldukga tutarl: bir kristal laktozdur (Le et al., 2012).

1.10.Biitil Hidroksi Toluen (BHT) ile ilgili Genel Bilgiler

Organik yapida bir bilesiktir ve 2-6 tersiyer biitil bilesigi ile modifikasyonu sonucu
elde edilen 4-Metilfenol bilesiginden meydana gelmektedir. Antioksidan ozellikleri
yiiksektir. Kozmetik, farmasotik ve gida sektoriinde siklikla antioksidan olarak
kullanilmaktadir. Genel olarak giivenli madde (GRAS) kategorisinde bulunmaktadir.
Ek olarak, gida sektoriinde de kullanimina belirli 6lgiilerde FDA tarafindan izin
verilmektedir. Kat1 ve sivi formdaki yaglarin oksidasyonu sonucu acilagmasini ve
yagda ¢dziinen vitaminlerin etkenlik kaybini &nler. Uriinlerdeki kullanim limitleri
%0.5 ile %1.0 arasindadir (Rowe et al., n.d.). BHT, kozmetik tiriinlerin, farmasotik
tirlinlerin, yagda ¢oziinen vitaminlerin stabilitesini arttirmak icin kullanilan sentetik

bir antioksidandir.

Suda ¢ozinirlighi yoktur. Etanol, metanol ve 2-propanol igerisinde kolay
¢oziinmektedir. Biitillenmis hidroksitoluen karakterizasyonu su sekildedir; beyaz
veya agik sar1 renge sahip kristal kat1 veya toz halindedir. Kendine has hafif fenolik
kokuya sahiptir. Molekiiler agirligi 220.35 g/moldiir.



GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Maddeler, Ara¢ ve Geregler
Tez c¢alismalarim kapsaminda kullanilan malzemeler ve ekipmanlar asagida

listelenmistir. Tablo 1°de ekipmanlar, Tablo 2’de malzemeler, Tablo 3’te kisaltmalar

listelenmistir.
Tablo 1. Cihaz Listesi
Cihaz Ad1 Marka/Model Mensei
Terazi Mettler Toledo ML Amerika
Manyetik Karistirict Stuart US152 Almanya
Fourier Transform Infrared (FT-IR) Perkin Elmer Spectrum Amerika

100

Diferansiyal Tarama Kalorimetresi 4 )
Perkin ElImer DSC 6000 | Amerika

(DSC)

HPLC UV dedektorlii Agilent 1100-1200 serisi | Amerika
ACE C18 Kolon ACE Ingiltere
Manyetik Karistirict Heidolph Almanya
Spray Dryer cihazi Buchi B-290 Isvigre
Manyetik Karistiric Thermo Scientific Amerika
Stabilite Kabini Niive TK 252 Tiirkiye
Partikiil size/zeta Malvern Ingiltere
Inkiibator Nuvair Tiirkiye
ILX Lightwave Optical Power )
Meters OMM-6810B- Amerika
Vorteks VMR Inernational Amerika
Saf Su Cihazi Sartorius Stedim Almanya
Etliv Niive EN 400 Tiirkiye
Mekanik Karistirict Janke & Hunkel Almanya




Tablo 2. Malzeme Listesi

Malzeme Ismi Mensei
Marigold Ekstresi Jiwan Pharmatech
Lipoid S 100 Lipoid
Kolestrol Merck
Laktoz DFE Pharma
Biitil Hidroksi Toluen (BHT) Merck KGAA
Etanol Isolab
Resveratrol Merck
Trehaloz DFE Pharma
HEKkn Hiicre Hatt1 ATCC
HDFa Hiicre Hatt1 Gibco
Tablo 3. Kisaltma Listesi
Kisaltmalar
Reaktif Oksijen Tiirleri ROS
Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu AMD
Diferansiyal Tarama Kalorimetresi DSC
Fourier Transform Infrared FT-IR
Biitil Hidroksi Toluen BHT
Etanol EtOH
Ultraviyole uv
Termogravimetrik analiz TGA
Polidispersite Indeksi PDI
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2.2. Yontem
2.2.1.Etken Madde Fizikokimyasal Ozelliklerinin Incelenmesi

2.2.1.1.FT-IR Spektrum Calismalari

Marigold ekstresi, kolestrol, lipoid S100, laktoz yardimci maddelerinin Fourier
Transform Infrared (FT-IR) spektrum analizi 400-4000 cm™ dalga boyu araligi
aliarak, 25° C oda sicakliginda caligilmistir.

2.2.1.2.Diferansiyal Tarama Kalorimetresi ile Yapilan Calismalar

Etken maddenin, kolestrol, lipoid S100 ve laktoznun fiziksel birebir karigiminin
Diferansiyal Tarama Kalorimetresi (DSC) ile analizleri gerceklestirilmistir. DSC
analizi icin yapilan calismada numuneler, 10° hassasiyetle 4 mg civarinda tartilip,
basing ile aluminyum ornek kabinda kapaklar birlestirildi. 30°C’den 10°C/dak
araliklartyla 300°C’ye kadar yiikseltildi ve analiz sirasinda aliminyum referansi

kullanilarak 50 mL/dak hizda azot gaz1 akis hiz1 ile gergeklestirildi.

2.2.1.3.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK) Yontemi

Marigold ekstresi’in miktar tayini ve salim hesaplamalarinda YPSK cihazi
kullanilarak analitik yontem gelistirme ¢alismalar1 gergeklestirildi. YPSK sistemini
olusturmak i¢in otomatik ornekleyici, kolon firini, degaz tinitesi, UV lamba ve kolon
firin1 kullanilan (Agilent 1100-1200 serisi). C18 (ACE 5 C18, 250 mm, 4.6 mm, 5 pm)
kolon analizler i¢in kullanilmistir. Mobil faz, Asetonitril: Metanol: Su: Etil Asetat

karisimi (70:9,6:0,4:20) (h:h) olacak sekilde hazirlanmistir ve degaz edilmistir.

Akis hiz1 1.0 mL/dk 37 °C kolon sicakliginda 10 pL 6rnek hacmi ile 60 dakika boyunca
enjeksiyon verilmistir. Okumalar 450 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir.

Uygun analitik yontemi gelistirmek i¢in birden fazla YPSK yontemi kullanilmistir.
Ikinci yontem igin; Zorbax RX-SIL (250 mm, 4.6 mm, 5 um) Kolon analizler igin
kullanilmistir. Mobil faz ¢o6zeltisi Hekzan: Etil Asetat karisimi (75:25) (h:h) olacak

sekilde hazirlanmistir ve degaz edilmistir.

1.3 mL/dk akis ile 20°C’deki kolon sicakliginda 10 puL 6rnek hacmi ile 50 dakika
stiresince analiz sisteme enjeksiyon verilerek yapilmigtir. Maksimum absorbans

gosteren 446 nm dalga boyu segilerek okuma yapilmaistir.
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2.2.1.4. UV Spektrumu Analizleri

Marigold ekstresi Ultraviyole (UV) spekturumu 6l¢iimii i¢in 10 mg etken madde, 9
mL etanolde ¢6ziindiirtilerek 10 mL’ye 1mL kloroform ile tamamlanmistir. Hazirlanan
bu ¢ozeltinin maksimum absorbansi (Amax), lcm’lik kuvartz kiivetlerde UV

spektrofotometre cihazi ile dalga boyu taramasi yapilarak belirlenmistir.

2.2.1.5. Termogravimetrik analiz (TGA)

Marigold ekstresinin termal stabilitesi termogravimetrik analiz yontemiyle Perkin
Elmer TGA-4000 cihazi yardimi ile belirlenmistir. Yaklasik 4 mg agirliginda tartilan
ornekler bir cihaz haznesine yerlestirilerek 10°C/dk hizinda 30°C’den 400°C’ye kadar

1sitilmis ve maddenin agirlik degisimleri belirlenmistir.
2.2.2.Formiilasyon Gelistirme Calismalari

2.2.2.1.Piiskiirterek Kurutmak Cihazi

Bu tez calismasinda lipozom firetim yontemi olarak piskiirterek kurutma ile
lipozomlarin eldesi yontemi se¢ilmistir. Lipozomal toz formiilasyonlarini hazirlamak
i¢in Biichi Mini-SprayDryer B-290 (Biichi, Isvi¢re) kullanilmistir. Bu cihazin temel
kisimlar1 hava isitict, atomizer, kurutma haznesi ve nihai tiriinlerin alindig: toplama
kisimlaridir. Formiilasyonlarin hazirlanmasi i¢in farkli islem parametreleri optimize

edilerek uygun parametreler belirlenmistir.

Cihazin caligma prensibi Oncelikle sivinin besleme atomizerine pompalanmasina
dayanmaktadir. Verilen 6rnek atomizer ile sicak ortama (genellikle sicak hava)
puskiirtiiliir. Verilen 6rnegin sicak ortamla temas etmesiyle nem buharlasir ve
damlaciklar kurur. Elde edilen kuru iiriin toplama kabindan alinir. Piiskiirterek
kurutma cihazinin ¢alisma asamalar1 kuru toz eldesi ile tamamlanir (Bhandari, 2013).

Sekil 3’de sistem goriilmektedir.
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Sekil 3. Biichi Mini B-290 Piiskiirterek kurutma Cihazi

2.2.2.1.1. Piiskiirterek Kurutma Yontemi icin Optimizasyonu

Piiskiirterek kurutma yontemi ile marigol ekstresi iceren lipozomlar hazirlanmistir. Bu
stiregte farkli islem parametreleri denenerek optimum parametreler belirlenmistir.
Lipitler ve diger bilesenler uygun ¢oziiclide ¢oziindiriilmily ve sisteme
pompalanmistir. Kurutma iglemi sirasinda giris sicakligi 120°C'ye, aspirator hizi
%100’e, besleme pompasi hiz1 12mL/dk'ya ayarlanmis, bu da 75-85°C arasinda
degisen bir ¢ikis sicakligl saglamistir.

2.2.2.2. Formiilasyon Optimizasyonu

Tez ¢alismasinda etken madde olarak marigold ekstresi kullanilmistir. Marigold
ekstresinin sudaki ve etanoldeki ¢oziiniirliigi literatiirden aragtirtlmigtir. Marigoldun
bilesenlerinden olan lutein maddesi bizim c¢alismamizin ana etken maddesi
oldugundan luteine ait ¢oziiniirliikler baz alinmustir. luteinin etanoldeki ¢oziiniirligi
0.3 mg/mL olarak bulunmustur.(Craft & Soares, 1992) Asagida, yapilan her bir

calismaya ait formiilasyon gelistirme caligsmalar1 anlatilmistir.

Formiilasyon 1: A karigimi olarak lipoid S100 ve kolesterol 50 mL etanol igerisinde
¢oziindiiriilmiistiir. B karisimi1 olarak da Trehaloz 50 mL saf su yardimi ile

¢ozlindiiriilmiistiir. A ve B karigimlari manyetik karigtirict yardimi ile 15 dk boyunca
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karistirilmistir. Bu denemenin goriintiileme sonuglart trehalozun bizim lipozom
olusturma ydntemimiz i¢in uygun olmadigini gostermistir. Ayrica bu formiilasyon
denemesinde pompalama hizi (12mL/dk) dan (20 mL/dk) ya yiikseltilmis ve optimum

hiz1 bulmak i¢in denemeler devam etmistir.

Tablo 4. ilk Formiilasyon Denemesi

Lipoid S100 %0,1
Kolestrol %0,025
Trehaloz %0,04
Etanol:su (50:50) 100mL

Formiilasyon 2: Lipoid S100 ve kolesterol 2 mL etanol yardimiyla 70°C sicaklik
verilerek 3 dakika boyunca ¢oziindiiriilmiistiir. Uzerine 5 mL su ile tamamlama
yapilarak 2 dakika boyunca sonikatorden (2dk.2cycle.100% gii¢) gegirilmistir ve 88
mL su ile tamamlama yapilarak 2 dakika manyetik karistirici yardimi ile {izerine
eklenmis laktozun karismasi saglanmistir. 24 saat bekleme sonrasinda piiskiirterek

kurutma cihazina verilmeden dnce tekrardan sonikatorden gecirilmistir.

Tablo 5. ikinci Formiilasyon Denemesi

Lipoid S100 %0,1
Kolestrol %0,025
Laktoz %5
Etanol:su (2:98) 100mL

Formiilasyon 3:

Lipoid S100 ve kolesterol 50 mL su ile karistirilmigtir. Manyetik karistirict yardimu ile
80°C’de 2 saat boyunca karistirilmis ve sonikatorden gegirildikten sonra laktoz

eklenmis ve 50 mL etanol ile tamamlama yapilmistir.
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Tablo 6. Uciincii Formiilasyon Denemesi

Lipoid S100 %0,1
Kolestrol %0,025
Laktoz %5
Etanol:su (50:50) 100mL

Formiilasyon 4:

Elimizde etken maddenin az olmasindan kaynakli ilk olarak denemelere resveratrol
etken maddesi kullanilarak baslanmustir. Lipoid S100, kolesterol ve resveratrol 2 mL
etanol yardimiyla 70°C sicaklik verilerek 3 dakika boyunca ¢dziindiiriilmiistiir.
Uzerine 5 mL su ile tamamlama yapilarak 2 dakika boyunca sonikatdrden
(2dk.2cycle.100% gii¢) gecirilmistir ve 88 mL su ile tamamlama yapilarak 2 dakika
manyetik karistirict yardimai ile tizerine eklenmis laktozun karismasi saglanmistir. 24
saat bekleme sonrasinda piiskiirterek kurutma cihazina verilmeden 6nce tekrardan

sonikatorden gegirilmistir.

Tablo 7. Dordiincii Formiilasyon Denemesi

Lipoid S100 %0,1
Kolestrol %0,025
Laktoz %5
Etanol:su (2:98) |100mL
Rezveratrol %0,04

Formiilasyon 5:

Lipoid S100, kolestrol ve marigold ekstresi 50 mL su ile karistirilmistir. Manyetik
karistirict yardimi ile 80°C de 2 saat boyunca karistirilmis ve sonikatorden
gecirildikten sonra laktoz eklenmis ve 50 mL etanol ile tamamlama yapilmistir. Bu

formiilasyon etken madde igeren ilk deneme olmustur.
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Tablo 8. Besinci Formiilasyon Denemesi

Lipoid S100 %0,1
Kolestrol %0,025
Laktoz %5

Etanol:su (2:98) 100mL
Marigold Ekstresi | %0,04

Final Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Yontemin ilerleyen boliimlerinde anlatildigr gibi etkenlik galismalari yapilmis ve bu
dogrultuda marigold ekstresinin hiicrelerdeki etkisinin optimum oldugu miktarlar
tayin edilmistir. Bu kapsamda bulunan sirasiyla 5, 2.5, 1 pg/ml etken madde igeren

formiilasyonlar hazirlanmistir.

Lipoid S100 ve kolesterol 30mL etanol ile 70°C sicaklik verilerek manyetik karistirict
yardimu ile karistirilmaya baslatilmistir tizerine belirlenen marigold ekstresi ti¢ farkl
konsantrasyon da eklenmistir. Diger bir beher de ise 20mL suyun i¢inde toplam kati
maddenin %0.05 kadar koruyucu olarak BHT ¢oziinmeye birakilmistir. Coziinen bu
karisimin tizerine laktoz eklenerek iki beher manyetik karistirict yardimi ile tek bir
beherde toplanmistir. Formiilasyonlar piiskiirterek kurutma cihazina verilmeden 6nce
5 dakika boyunca sonikatorden (5dk.5cycle.100% gii¢) gecirilmislerdir (Hussein,
2019).

puskirterek

_. sufaz kurutma
5dk boyunca * i -
. 100% 5 cycle i
Marigold sonikasyon i
ekstresi iceren ot
lipid fazi
.- -
( u’
g u 3
- o)

lipozom

Created in BioRender.com bio

Sekil 4. Formiilasyon Hazirlama Prosesi
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2.2.3. Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

2.2.3.1. Formiilasyonlarin Morfolojik Ozellikleri

Marigold ekstresi i¢eren formiilasyonlarinin sekil ve yapi 6zelliklerinin incelenmesi
amaciyla Bolim 2.2.2.2°de bahsedilen final formiilasyonlar1 TEM ile
goriintiilenmistir. 10 uL NLT dispersiyonu, 400 mesh karbon film kapl bakir 1zgara
tizerine damlatilarak, 24 saat boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
Izgaralar daha sonra gegirimli elektron mikroskobunda (FEI Tecnai G2 Series), 80

kV’de goriintiilenmistir.

2.2.3.2. Formiilasyonlarin Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC) ile Yapilan
Analizleri
Marigold ekstresi iceren F6, F7, F8 formiilasyonlarinin fizikokimyasal 6zellikleri

Perkin ElImer DSC6000 cihazi kullanilarak 25-300°C araliginda tayin edilmistir.

2.2.3.3. Formiilasyonlarin FT-IR Spektrum Analizleri

Marigold ekstresi iceren F6, F7, F8 formiilasyonlari i¢in 400 cm™ dalga boyundan-
4000 cm dalga boyuna kadar, 25°C oda sicakliginda Fourier Transform Infrared (FT-
IR) spektrum analizi yapildi.

2.2.3.4. Formiilasyonlarin Zeta Potansiyel, Partikiil boyutu ve Polidispers indisi
Analizleri

Formiilasyon ¢aligmalari dogrultusunda hazirlanan F6, F7, F8 formiilasyonlarinin
partikiil boyutu ve polidispersite indeksi Malvern NanoZS4700 nanoserisi zetasizer
cihaz1 yardimi ile belirlendi. Malvern zetasizer, parcacik boyutunda nanometrenin
altindan milimetreye kadar her tiirlii par¢acik boyutu analizi ve karakterizasyonu i¢in,
hem 1slak hem de kuru numuneler i¢in partikiil boyutu 6l¢iimiinii kapsayan uygulama
gereksinimleri karsilamak {izere gesitli partikiil boyutu analizérleri sunar. Parcacik
boyutu analizorleri farkli 6l¢iim prensipleri kullanarak 0,3 nm'den >3 mm'ye kadar bir
boyut araligim1 kapsarlar. Bu sistem diinya ¢apinda tiim endiistrilerde hem iiriin

gelistirme, Uretim ve kalite kontrol hem de Ar-Ge amaciyla kullanilmaktadir.

Partikiil boyutu Ol¢imii Oncesinde formiilasyonlardan 6 mg alinip 1mL su ile
seyreltilmistir. Siispande hale getirilen lipozomlarin 151k sagilimi yontemi ile partikiil
boyutu ve partikiil boyutu dagilimi belirlenmistir ve zeta potansiyel degerleri

Olclilmiistr.
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2.2.4. Formiilasyonlarin Aktivite Calismalari

2.4.1. Mavi Isik Yayan Diizenek Tasarlanmasi
Etkenlik ¢alismalar1 dogrultusunda marigold ekstresi i¢eren lipozomlar ile ¢aligmalar
yuritilmiistir. Bu kapsamda Hekn ve HDFa hiicreleri mavi 1s18a maruz birakabilmek

icin inkiibator i¢inde ¢alisabilen mavi 151k diizenegi tasarlanmistir.

Yapilan literatiir aragtirmalar1 sonucunda hiicre hasarina neden olacak enerji miktari
hesaplanmis ve kag¢ led lamba ile bu enerjinin ag13a cikabilecegi Ege Universitesi
Elektirk ve Elektronik Miihendisligi boliim hocas1 Do¢.Dr Yavuz OZTURK tarafindan
hesaplanmistir. Ayrica bu enerjinin hiicrelere ulasmasi i¢in gerekli mesafe de
belirlenmis ve hiicrelerin olacagi well plateleri tasiyabilecek belirli yiikseklige sahip
tablalar sanayide hazirlatilmistir. Sonucta tiim diizenegin yaydig1 enerji miktari yine

Do¢.Dr Yavuz OZTURK tarafindan &l¢iilmiistiir (Ogawa et al., 2014).

Bunun i¢in 3 sira ve her sirada 10 adet bulunan 82x18 mm mavi ledler kullanilmistir.
Mercekli modiil ledler aliiminyum Pcb (printed circuit board) itizerine dizilimistir.

Aliiminyum Pcb sogutucu gorevi gormiis ve ledlerin 1sinmasini engellemistir.

1.5w mercekli modiil ledlerden toplam 150w enerji agiga ¢ikmaktadir. Bu diizenegin

inkiibatorde calisabilmesi i¢in sarj edilebilir 12 v bir akii kullanilmistir.

Istenilen 446 nm dalga boyunu saglayabilmek icin hiicrelerin tamaminimn belli bir
mesafeden 1518a maruz birakilmas: gerekmektedir. Bunun i¢in OMM-6810B - ILX
Lightwave Optical Power Meters 1000 mW, 350 to 1700 nm kullanilmistir. Bu 6lgtim
sonucunda 15 cm mesafenin ideal mesafe oldugu karar verilmistir. Yaptirilan 15

cm’lik metal diizenegin iizerinden hiicrelere deney boyunca 151n verilmistir.
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Sekil 5. Mavi Isik Yayan Diizenek

2.2.4.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

2.2.4.2.1.Etken Maddenin Uygun Dozun Belirlenmesi

Etkinlik agisindan optimize miktarda marigold ekstresi igeren formiilasyonlarin
hazirlanmasi i¢in marigold ekstresi artan konsantrasyonlarda HEKn hiicreleri iizerinde
denenmistir ve mavi 151ga maruz birakilmistir. Bu denemeler de mavi 15181n gerek
hiicre canlilig1 tizerinde olan etkisi gerekse ROS olusumu iizerine olan etkisi agisindan
degerlendirilmistir ve en iyi kontrol seviyesine geri doniisii saglayan konsantrasyonlar

secilmistir.

2.2.4.2.2 Mavi Isigin Hiicreler Uzerindeki Etkenligi

Mavi Isigin HEKn hiicrelerindeki ROS olusumu {izerindeki etkileri farkli zaman
araliklarinda degerlendirilmistir. 1, 4, 8 ve 24 saatlik mavi 151k uygulamalarinin ROS
olusumu iizerine olan etkileri florojenik bir substrat olan 2,7-Diklorodihidrofloreskein
diasetat ile degerlendirilmistir. Deneysel inkiibasyon siirelerinin tamamlanmasindan
sonra, final konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde boya iceren PBS (loading buffer)
hiicrelere eklenmis ve 37°C’de ve 30 dK siiresince inkiibe edilmistir. Ardindan hiicreler

toplanmis ve santrifiijlendikten sonra 1x konsantrasyon PBS’de homojenize edilmistir.
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ROS 0l¢limii i¢in uygun olan siyah platelere esit hacimlerde dagitildiktan sonra,
oksidasyon iirlinlerinin absorbsiyon ve emisyonlar1 sirasi ile; 493 ve 520 nm’de
Ol¢iilmiistiir. Kalan pelletlerde ise protein izolasyonu yapilarak ve 6rneklerdeki protein
miktar1 BCA assay ile belirlenmistir. Elde edilen ROS degerleri; 6rneklerdeki protein

miktarlari ile normalize edilerek sunulmustur.

2.2.4.2.3 Mavi Isigin Uygun Zaman Araliginin Saptanmasi

Mavi 15181n uygun zaman degerinin saptanabilmesi i¢in farkli saatlerde HEKn
hiicrelerine tasarlanmis olan diizenek yardimi ile mavi 151k uygulamalar1 yapilmustir.
Bu uygulama sonrast hiicrelerde ROS olusumu degerlendirilmistir. Mavi 1s18a 4, 8 ve
24 saatlik maruz birakilan HEKn hiicreleri kontrol grubu hiicreleriyle kiyaslanmistir.

Yapilan bu degerlendirmeler sonucu ideal maruz birakilma aralig1 saptanmistir

2.2.4.2.4. HEKkn Hiicre Calismalari

Optimize edilmis 3 formiilasyon i¢in iki farkli hiicre hatt1 kullanilmustir. ik hiicre hatt1
HEkn (Insan Primer Epidermal Keratinosit, ATCC; PCS-200-010) hiicreleri. Bu
hiicreler kiiltiire i¢cin Dermal cell basal (ATCC; PCS-200-030) ortamina Tablo 9°da
verilen ortam bilesenleri eklenmis ve hiicreler, bu besi ortaminda 37°C’de %5 CO2’li

ortamda ¢ogaltilmistir.

Tablo 9. Keratonosit Bityiime Kiti ve I¢erikleri (ATCC; PCS-200-040)

Bilesen Hacim Son
Konsantrasyon
Bovine Pituitary Extract (BPE) | 2 mL %0,4
Rh-TGF-a 0.5mL 0.5 ng/mL
[-Glutamine 15 mL 6 mM
Hyrocortisone Hemisuccinate | 0.5 mL 100 ng/mL
Epinephrine 0.5mL 1mM
Rh Insulin 0.5mL 5 mg/mL
Apo-Transferrin 0.5mL 1 mM
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2.2.4.2.5. HDFa Hiicre Calismalari

Bir diger hiicre hattimiz olan HDFa (insan primer dermal fibroblast, ATCC; PCS-201-
012) hiicreleri kiiltiirii i¢in ‘Human Fibroblast Expansion Basal’ ortamina (Gibco;
M106500) ortamina ‘Low Serum Growth Supplement’i (Gibco; S00310) eklenerek
kiiltiire edilmis ve 37°C’de %5 COz2’li ortamda ¢ogaltilmistir.

2.2.5.Formiilasyonlarin Stabilite Calismalari

Stabilite ¢alismalari, 3 ay siire ile 4°C buzdolabinda, 25+5°C’de %60 relatif nem
kosullar1 ve 40+5°C’de %75 relatif nem kosullar1 altinda stabilite kabini kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Lipozomlar aliiminyum folyo ile sarili ependorflar iginde
stabilite kabininde bekletilmektedir. Numuneler zeta potansiyel, polidispers indisi,

partikiil boyutu ve morfolojik 6zellikler agisindan degerlendirilmektedir.
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BULGULAR

3.1. Etken Madde ve Yardime1 Maddelerin Fizikokimyasal Ozellikleri

3.1.1. FT-IR Spektrumlarmin Incelenmesi

FT-IR ¢alismalar1 yontem 2.2.1.1°de belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Elde edilen

bulgulara ait sonuglar Sekil 24 —27 *de goriilmektedir.
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Sekil 7. Laktoz’a ait FT-IR Spektrumu
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Sekil 9. Lipoid S100’a ait FT-IR Spektrumu
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Hest Flow Enda Up (miA)

3.1.2. Diferansiyel Tarama Kalorimetresi ile Yapilan Calismalar

Marigol ekstresine ve yardimci maddelere ait DSC calismasi yontem: 2.2.1.2°de
bahsedildigi sekilde gergeklestirilmistir. Bulunan bulgular sonug Sekil 26 — Sekil

28’de sunulmustur.
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3.1.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK) Yontemi Bulgular:
Yontemler kisminda 2.2.1.3’te bahsedildigi gergeklestirilmis fakat marigold ekstresi

icin yapilan analitik yontem gelistirme ¢aligmalar istenilen sonuglari vermemistir.

Sekil 14. Marigold ekstresinin Asetonitril: Metanol: Su: Etil Asetat
(70:9,6:0,4:20) (h:h) icindeki YPSK Kromatogrami

Sekil 15. Marigold ekstresinin Hekzan: Etil Asetat (75:25) (h:h)
icindeki YPSK Kromatogrami
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3.1.4. Ultraviyole (UV) Spektrumuna ait Bulgular
Yontemler boliimiinde 2.2.1.4’te anlatildigi gibi marigold ekstresi UV spektrum
Olclimii yapilmistir. Beklenen 446 nm piki belirgin olmayan bir ¢ikint1 seklinde

gozlemlendi.

—— Sample2
—— Sample3
——  Sampled

Absorbance (AU)

Samples
1 Sample6

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Wavelength (nm)

Sekil 16. Marigold Ekstresinin UV Spektrumu

3.1.5. Termogravimetrik analiz (TGA)

Yontem: 2.2.1.5’te anlatildigi iizere marigold ekstresini TGA sonucu Sekil 17°de
gosterilmigtir. Numune (2.140 mg), analizden 6nce bir aliiminyum pan {izerine
yerlestirilmistir. Numune 30-160°C sicaklik araliginda 5°C/dakika hizla isitilmistir.
TGA termogrami yaklasik 40°C'de baslayan kademeli bir agirlik kaybin1 gostermistir.
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Sekil 17. Marigold ekstresine ait TGA grafigi
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3.2. Formiilasyon Gelistirme Calismalari

Formiilasyonun  etkenlik  ¢aligmalari  Bolim  2.2.2°’de  anlatildign  gibi
gerceklestirilmistir.  Formiilasyon c¢alismalarinda marigold ekstresi’in  artan
konsantrasyonlarinin ROS olusumunu indiiklemedigi, ancak hiicre canliligini azalttig1
belirlendigi i¢in formiilasyon c¢aligsmalarinda diisiik konsantrasyonlar olan 1, 2.5 ve 5

pug/ml marigold ekstresi igeren formiilasyonlar hazirlanmistir.

1,5
g2 7

20

P

e e

z2> 05

3 2

C e

w

S O

= Z 0

= .=

39 S v L 0 e 9 PP
=2 & A

Marigold Ekstresi (ng/ml)

Sekil 18. Marigol Ekstresi Konsantrasyonun ROS Uzerindeki Etkisi

3.2.1.Piiskiirterek Kurutma Yontemine ait Optimizasyon

Yontem optimizasyonu i¢in farkli pompalama hizlart denenmistir. Optimize edilmis
parametreler ise kurutma islemi sirasinda giris sicakligi 120°C'ye, aspirator hizi
%100’e, besleme pompasi hizi 12mL/dk ve 75-85°C arasinda degisen bir ¢ikis

sicaklig1 olarak belirlenmistir.

3.2.2. Formiilasyonlarin Optimizasyonu
Yontemler bolimiinde 2.2.2.2°te anlatildigr gibi etkenlik caligsmalari dogrultusunda
marigold ekstresinin hiicrelerdeki etkisinin optimum oldugu 5, 2.5, 1 pg/ml etken

madde iceren formiilasyonlar hazirlanmistir.

Stres stabilite ¢aligsmalar1 sonucunda formiilasyonlarda renk degisimi gozlemlenmistir.
Bu nedenle formiilasyonlardaki oksidasyonu azaltmak amaciyla ortama antioksidan

madde olarak BHT ilave edilmistir.
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BHT, dermal olarak uygulanan veya piiskiirtiilebilen kozmetik {irlin tiirlerinin genis
yelpazesinde antioksidan olarak %0,0002 ila %0,8 arasinda kullanilmaktadir (SCCS,
n.d.).

Tablo 10. Optimize Formiilasyonlar

F6 F7 F8
Lipoid S100 0.5g 0.25g 0.1g
Kolestrol 0.125¢g 0.0625¢g 0.025¢
Laktoz 0.2727g ]0.137¢g 0.0543¢g
Etanol:su (30:20) 50mL 50mL 50mL
Marigold ekstresi 0.285¢g 0.144 g 0.056 g
BHT (%0.05) 0.0047g  |0.0023g 0.0009g

3.3. Formiilasyon Karakterizasyon Calismalarina ait Bulgular
3.3.1.Formiilasyonlarin Morfolojik Ozellikleri

Y Ontemler boliimiinde 2.2.3.1°te anlatildig1 gibi optimize edilmis final formiilasyonlar

igin ¢ekilmis tem goriintiileri Sekil 19°de gosterilmistir.

Sekil 19. Optimize Formiilasyonlara ait TEM Goriintiileri
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3.3.2. Formiilasyonlarin FT-IR sonug¢lar1

Yontemler boliimiinde 2.2.3.2°te anlatildigi gibi F6, F7, F8 ait bulgular asagida

sunulmustur (Sekil 20-21-22).

Sekil 20. Optimize F6 Formiilasyonuna ait FT-IR Grafigi
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Sekil 21. Optimize F7 Formiilasyonuna ait FT-IR Grafigi
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Sekil 22. Optimize F8 Formiilasyonuna ait FT-IR Grafigi

3.3.3. Formiilasyonlarin DSC Sonugclari
Yontemler boliimiinde 2.2.3.3’te anlatildigi gibi optimize edilmis formiilasyona ait

DSC bulgusu asagida Sekil 23’de sunulmustur.
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Sekil 23. Optimize Formiilasyonlara ait DSC Spektrumu

3.3.4. Formiilasyonlarin Zeta Potansiyel, Partikiil Boyutu ve Polidispersite Indisi
Yontemler boliimiinde 2.2.3.4’te anlatildigi gibi tim formiilasyonlar i¢in 6l¢iim

yapilmistir ve Tablo 11°de gosterilmistir.
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Tablo 11. Tiim Formiilasyonlara ait Zeta Potansiyel, Partikiil Boyutu ve

Polidispersite indeksi

Partikiil Zeta
Formiilasyonlar |Polidispersite indeksi Boyutu Potansiyel
F1 0,76+0,13 264,1+23,8 -28,3+1,9
F2 0,3720,008 183+1.3 225+0,9
F3 0,38+0,019 119,1+0,55 -51,5+5,8
F4 0,506+0,09 189,6+6,92 -28,8+0,4
F5 0,66+0,036 197,7+0,83 -25,540,5
F6 0,813+0,036 1111+15,52  |-19,7+1,01
F7 0,688=0,042 1418+41,58 |-26,9+0,557
F8 0,806+0,09 1548+47,44 [-31,6+0,115

3.4. Formiilasyonlarin Aktivite Calismasina ait Bulgular

3.4.1. Hiicre Kiiltiirii Calismasi

Mavi 1sik ile olusturulan ROS tiirii olusumunda formiilasyonlarin etkilerinin
degerlendirilebilmesi i¢in florojenik bir substrat olan 2,7-Diklorodihidrofloreskein
diasetat ile degerlendirilmistir. Bu deneye oncesinde formiilasyonun etken maddesi
olan marigold ekstresinin hiicre canliligini negatif olarak etkilemedigi
konsantrasyonlar1 ve ayni konsantrasyonlarin ROS seviyesi iizerine olan etkileri
belirlenmigtir. Bu amagla, ekstrenin artan konsantrasyonlar1 (1, 2.5, 5, 10, 12.5, 25 ve
50 uM) HEKn hiicrelerine 24 saatlik uygulamalar1 yapilmistir. Inkiibasyon siirelerinin
tamamlanmasi ile ekstrenin artan konsantrasyonlarinin hiicre canlilig1 lizerine olan
etkisi MTT ajam1  (3(-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide) ile degerlendirmistir. 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarmma ekilen HEKn
hiicrelerinin 24 saatlik marigold ekstresinin artan konsantrasyonlarinda
uygulamalarindan sonra, kiiltiir kapindaki ortam uzaklastirilmis ve %10 MTT
soliisyonu iceren besi ortami (100 plL) eklenmistir. MTT soliisyonu eklenen 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplari 37°C’de %5 CO2’li ortamda 4 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun tamamlanmasindan sonra karanlik bir ortamda ortam

uzaklastirmis ve olusan formazan kristallerini ¢oziilebilir hale getirebilmek ig¢in

kuyucuklara DMSO eklenmistir. Kristallerin iyi bir sekilde ¢6ziilebilmesi i¢in, 96
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kuyucuklu kiiltiir kaplari, yatay calkalayici tizerinde 15 dk boyunca birakilmistir.
Kolorimetri 6l¢iimleri mikroplaka okuyucuda (Thermo Fisher Scientific) 570 nm’de
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, test hiicrelerinin absorbansi/kontrol

hiicrelerinin absorbansi olarak degerlendirilmistir.

3.4.1.1. Etken Maddenin Uygun Dozunun Belirlenmesi

Y ontemler boliimiinde 2.2.4.2.1°te anlatildig1 gibi marigold ekstresinin hiicre canlilig1
tizerindeki etkileri ile ROS olusumu {izerindeki etkileri de degerlendirilmistir.
Marigold ekstresinin artan konsantrasyonlarinin ROS olusumunu indiiklemedigi,
ancak hiicre canliligin1 azalttig1 belirlendigi i¢in formiilasyon calismalarinda diisiik

konsantrasyonlar olan 1, 2.5 ve 5 pg/ml olan konsantrasyonlart optimum doz olarak

secilmistir.
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Sekil 24. Marigold Ekstresinin Artan Konsantrasyonlarinin ROS Olusumu
Uzerindeki Etkisine ait Grafik
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Sekil 25. Marigold Ekstresinin Artan Konsantrasyonlarmin Hiicre Canhlig:
Uzerindeki Etkisine ait Grafik

3.4.1.2. Mavi Isigin Hiicre Uzerindeki Etkinlik Calismalar

Mavi 151831 HEKn hiicrelerindeki ROS olusumu {izerindeki etkileri farkli zaman
stirelerinde degerlendirilmistir. Mavi 1518in ROS olusumu {iizerine olan etkileri
florojenik  bir  substrat olan  2,7-Diklorodihidrofloreskein  diasetat ile
degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler sonucu mavi 1s18in  hiicrelerde ROS

olusturdugu belirlenmistir.

3.4.1.3. Mavi Isigin Uygun Zaman Arahiginin Saptanmasi

Mavi 151k i¢in uygun zaman degerinin saptanabilmesi i¢in farkli saatlerde HEKn
hiicrelerine uygulamalarinin yapilmast sonrasi ROS olusumu degerlendirilmistir.
Mavi 15182 4,8 ve 24 saatlik maruz birakilan HEKn hiicrelerinde kontrol grubu
hiicrelerine kiyasla siras1 ile 1.54, 1.57 ve 1.59 kat ROS olusumunun gerceklestigi
gosterilmistir (Sekil 26). Formiilasyonlar ile olan ¢alisma igin optimum zaman

degerinin 8 saat olmasina karar verilmistir.
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Sekil 26. Mavi Isigin Optimum Zaman Grafigi

3.4.1.4. HEkn Hiicreleri ile Yapilan Calismalar

Marigold ekstresinin farkli konsantrasyonlarmin mavi 1sik ile olusturulan ROS
olusumunu geriye cevirip ¢eviremedigi bu calisma kapsaminda degerlendirilmistir.
Marigold ekstresi igeren ¢ozelti, mavi 1s1k ile artan ROS seviyelerini (Kontrol grubu
olan DMSO hiicrelerine kiyasla 1.86 kat artarken) 1.25, 2.5 ve 5 pg/mL
konsantrasyonlarda siras1 ile 1.36, 1.29 ve 1.25 kata kadar azaltabildigi belirlenmistir.
Formiilasyonda ekstrenin farkli konsantrasyonlarda uygulamalarmin ise ROS
seviyelerini 1.31, 1.27 ve 0.95 kata kadar azaltabildigi gosterilmistir. 5 pg/mL lutein
iceren formiilasyonun ROS seviyesini neredeyse kontrol seviyelerine indirmesi ve
marigold ekstresi c¢ozeltisine kiyasla artan ROS seviyelerini daha iyi geriye

cevirebilmesi dikkat ¢ekici bulunmustur.
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Sekil 27. HEkn Hiicre Calismalarina ait Grafik
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3.4.1.5. HDFa Hiicre ile Yapilan Calismalar

Marigold ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin mavi 1sik ile olusturulan ROS
olusumunu geriye gevirip ¢eviremedigi HDFa hiicrelerinde de arastirilmistir. Marigold
ekstresinin ¢ozeltisi, mavi 1s1k ile artan ROS seviyelerini (Kontrol grubu olan DMSO
hiicrelerine kiyasla 1.88 kat artarken) 1.25, 2.5 ve 5 pg/mL konsantrasyonlarda sirasi
ile 1.66, 1.56 ve 1.37 kata kadar azaltabildigi belirlenmistir. Formiilasyonda marigold
ekstresinin farkli konsantrasyonlarda uygulamalarinin ise ROS seviyelerini 1.24, 1.18
ve 0.98 kata kadar azaltabildigi gosterilmistir. 5 ug/mL ekstre igeren formiilasyonun
ROS seviyesini neredeyse kontrol seviyelerine indirmesi ve ekstre ¢ozeltisiyle kiyasla

artan ROS seviyelerini daha iyi geriye ¢evirebilmesi dikkat ¢ekici bulunmustur.
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Sekil 28. HDFa Hiicre Calismalarina ait Grafik

3.5. Formiilasyonlarin Stabilite Calismalarina ait Bulgular

Yontemler boliimiinde 2.2.5°te bahsedildigi gibi marigold ekstresinin optimum
dozlarmni igeren formiilasyonlar stabilite kabine konulmustur. Stabiliteye baglamadin
once her formiilasyona ait zeta potansiyel, partikiil boyutu ve polidispersite indeksi
dlgiimleri alinmustir. Olgiim sonuglar1 Tablo12’de ortalama degerleri ve standart
sapmalari ile sunulmustur. Oniimiizdeki 3 ay boyuncu her ay bu dl¢iimler tekrarlanarak
stabilite ¢aligmalar1 devam edecektir. Ayrica bu 3 ay boyunca formiilasyonlardaki renk

degisimi de kontrol edilecektir (Sekil 29).
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Tablo 12. Stabilite Oncesine Ait Zeta Potansiyel, Partikiil Boyutu ve

Polidispersite indeksi Ol¢iimleri

F6 Polidispersite Partikiil Zeta
Formiilasyonu Indeksi Boyutu Potansiyel
Stabilite 6ncesi 0,494+0.122 |1213£100,4 (-31+0,907
1.ay stabilite buzdolab1 | 0,515+0,179 | 1282+30,61 |-21,6+0.9
1.ay stabilite 25°C 0,628+0.148 |1295+58,2 [-23,1+ 0,624
1.ay stabilite 40°C 0,72+0,06 1309+40,05 |-25,3+0,814
F7 Polidispersite Partikiil Zeta
Formiilasyonu Indeksi Boyutu Potansiyel
Stabilite 6ncesi 0,533+0,272 |1239+173,4 |-30,25+1,91
1.ay stabilite buzdolab1 | 0,711+0,069 |1243+48,21 |-31,5+ 1,06
1.ay stabilite 25°C 0,753+£0,035 |1320+56,71 |(-34,7+0,751
1.ay stabilite 40°C 0,802+0,068 |1232+38,81 [-25,9+0,4
F8 Polidispersite Partikiil Zeta
Formiilasyonu Indeksi Boyutu Potansiyel
Stabilite 6ncesi 0,504+0,104 | 1552+265,6 |[-24,9+1,46
1.ay stabilite buzdolab1 |0,469+0,198 |1590+131,9 |-30,4+0,458
1.ay stabilite 25°C 0,667+0,307 |1683+31,47 [-33,9+0,709
1.ay stabilite 40°C 0,764+0,179 |1857+100,5 |(-28,5+0,6
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Sekil 29.Formiilasyonlara Ait Birinci Ay Renk Durumu
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TARTISMA

Gliniimiizde hayatimizin ayrilmaz bir pargasi haline gelen bilgisayarlar, cep telefonlar
ve televizyonlarin aslinda cilt saglimiz iizerindeki negatif etikleri giderek
belirginlesmeye baslamistir. Bunlarin en basinda gelen en ¢ok maruziyet altinda olan
cildimiz yaslanma belirtileri gostermesidir. Bu yaslanma fotoyaslanma olarak da
bilinmektedir. Bu cihazlarin yaydigi mavi 1s1gin (400-700 nm arasindaki 1sinlar)
cildimizin en alt katman1 olan dermise kadar niifuz ederek ROS yani reaktif oksijen
tirleri olusumuna neden olmustur. Olusan ROS’lar1 geri dondiirme sadece
antioksidanlar yardimi ile miimkiindiir bu ¢alisma da marigold ekstresi kullanarak
ROS seviyesini kontrol gurubu seviyesine geri indirme hedeflenmistir. Marigol
ekstresinin ana bileseni olan luteinin mavi 15181 goz retinasi ve Yasa bagli makula
dejenerasyonu (AMD), 6zellikle makula luteay1 hedef alan bu hastalik tizerinde olan
etkisi yayinlar ile saplanilmistir(Roberts et al., 2009).

Bu ekstreyi segmemizin nedeni lutein igermesi ve luteinin de gii¢lii bir antioksin etkisi
olmasidir. Antioksidanlar karasizliklar1 nedeniyle kozmetik tiriinlerde lipozomal
sistemlerin igine yiiklenerek formiile edilebilirler. Bu lipozomal formiilasyonlarin
stabilite ve yarilanma 6mriinii uzatabilmek i¢in farkli kurutma yontemleri ile ortamdan
su uzaklastirilmaktadir. Bu c¢alisma kapsaminda; piiskiirterek kuruma cihazi
kullanarak lipozomlarda goriilen stabilite problemini ¢oziilmeye ¢alisilmistir. Literatiir
aragtirmasi sonucunda bulunan formiilasyon hazirlama yontemlerinden ilk asmada
gonderilen TEM goriintiilleme sonuglarinin en 1yi gozlemlendigi yontem secilmistir.
Etken maddenin formiilasyonlardaki uygun konsantrasyonunu belirlemek igin hiicre
kiiltiir ¢aligmalar1 kapsaminda hiicre hatti olan HEKn hatlar1 kullanilarak ¢alismalar
gerceklestirilmistir.

Bu hiicre hatlarina esit bir mesafeden 446 nm dalga boyunu verebilmek i¢in 6ncelikle
Lightwave Optical Power Meters cihazi kullanarak mavi 1s1k yayan sistemin hiicreler
ile olan mesafesi ayarlanmistir. Bu led 1siklarin inkiibator icinde ¢alisma kosullarina
uygun hale getirmek igi sarj edilebilir akii kullanilmistir ve 15 cm mesafenin bizim
icin ideal oldugu yapilan UV enerji 6l¢limii ile saptanmistir. Deney siiresi belirlemek
i¢in; hiicre hatlarinin ne kadar bu mavi 1s18a maruz birakildiklarinda ROS olusumu
gerceklestirdigi saptanmistir Ve bu zaman aralig1 8 saat olarak belirlenmistir. 8 saat
sonrast hiicre canliliginin azalmaya baslandigi belirlenmis optimize zaman 8 saat

olarak secilmistir. Belirtilmis deney kosullar1 kapsaminda hiicrelere mavi 151k
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verilemeye baslanmis ve artarak giden marigold ekstresi konsantrasyonlar: denenmeye
baslanmigtir. Artan konsantrasyonlarin ROS olusumunu indiiklemedigi, ancak hiicre
canliligini azalttig1 belirlendigi i¢in formiilasyon ¢alismalarinda 1.25, 2.5 ve 5 pg/ml
konsantrasyonlar belirlenen 3 optimum konsantrasyon olarak formiilasyonlara ilave
edilmistir. Tez ¢aligmasi siirecinde optimize edilmis formiilasyonlar yontem 2.2.2.2°de

anlatildig1 sekilde hazirlanmstir.

Marigold ekstresi i¢eren formiilasyon gelistirilmesi amaciyla ¢alismalara baslarken ilk
etapta etken maddenin ve formiilasyonlarda kullanilan yardimci maddelerin
fizikokimyasal 6zellikleri belirlenmistir.

Marigold ekstresine ait olan FT-IR spektrumu lutein maddesinin kimyasal yapisindan
dolay1 ortaya ¢ikan karakteristik pikler, ekstrenin safligi hakkinda bilgi saglamaktadir.
Elde edilen pikler literatiir caligmalari ile uyumlu bulunup luteinin ana pikleri 3404.99,
2917.71, 2849.49, 1648.29, 1368.47, 1252.85, 1178.75, 1040.05, 981.39, ve 719.13
cm? dalga boylarinda verdigi sonucuna ulasilmistir. 3404.99 ve 2917.71'teki tepe
noktalar1 -C—H /=C—H gerilme titresimlerini temsil eder. 1648.29'deki bantlar ester
gruplarinin C = O gerilme titresimine karsilik gelmistir(Manzoor et al., 2022). Ayrica
lipoid S100, kolestrol ve laktoza ait FT-IR spektrum grafikleri incelendiginde, luteine
ait ¢ekilen FT-IR spektrumu sonucunda kolesterol ve lipoid S100 ile lutein arasinda

olast1 bir etkilesme gozlenmedigi goriilmiistiir (Sekil 6 -Sekil 9).

DSC cihaz1 kullanilarak gerceklestirilen galismalarda ise, oncelikli olarak marigold
ekstresinin ve formiilasyonda yer alan yardimci maddelerin (lipoid S100, kolestrol,
laktoz) DSC termogramlari incelenmis daha sonra ise hazirlanan marigold ekstresi
iceren lipozomlarin termogramlart degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde etken madde ile yardimci maddeler arasinda herhangi bir etkilesim
gozlemlenmemistir (Sekill0-Sekill3). Lutein ve lipoid S100 bilesenlerinin fiziksel
olarak karigtirllmasinin, lutein kristallerinin ve lesitin agregatlariin biitiinligii
tizerinde belirgin bir etkisi olmadigi, lipozomal birlesmenin ise molekiiler
diizenlemeyi Onemli Olclide degistirebildigi ve oldukca farkli bir faz gecisi
saglayabildigi goriilmektedir (Zhao et al., 2017).

Marigold ekstresine ait miktar tayini ¢alismalari ve salim miktarinin belirlenmesi
amaciyla, YPSK kullanilarak, analitik yontem gelistirilmeye c¢alisildi. Bu ¢alismalarda

mobil faz olarak Asetonitril: Metanol: Su: Etil Asetat karisimi (70:9,6:0,4:20) (h:h)

kullanilmis ve denemede YPSK kromatogramlarinda negatif pikler gozlemlenmistir.
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Yapilan literatiir incelemeleri sonucunda belirlenen farkli yontemler denenmis fakat
istenilen sonug higbir yontemde elde edilememistir(Ullah Bhuyian et al., n.d.). Zorbax
RX-SIL (250 mm, 4.6 mm, 5 um) kolon kullanilarak yapilan analizde, mobil faz olarak
Hekzan: Etil Asetat karisimi (75:25) (h:h) kullanilmis ve olusan giirtiltiilii pikler dogru
sonug eldesini engellemistir (Hadden et al., 1999). Sonugta bu yontem ile de basarili

olunamamustir.

YPSK kullanilarak marigold ekstresinde mevcut olan lutein ve lutein standarti igin
analitik yontem gelistirme calismalari henliz sonu¢lanmamistir. Farkli yontem

gelistirme galismalar1 proje kapsaminda devam etmektedir.

YPKS ile basarili sonuglar elde edilememesinin ardindan UV spektrofotormetre
kullanilarak toplam karatenoid tayini ile analiz yapilmaya ¢alisilmistir. Analiz igin
0.03g marigold ekstre, n-hexzan,eceton,methyl benzen,etanol (10:7:7:6) ile
¢oziindiiriilerek 100ml’ye tamamlanmistir.lml alinarak 100ml’ye etanol ile
tamamlanmistir. 446 nm de UV spektrofotometrede pik gozlenmemistir, ancak

300nm’de pik gozlemlenmistir.

Diger bir denemede ise 0.03g ekstre 100ml ¢oziicii ile (1 kloroform:9 etanol)
¢oziindiiriilmiis ve 445 nm’de UV spektrofotometrede okutulmustur. Beklenen dalga
boyunda herhangi bir pik gézlemlenmemistir. UV spektrofotometresi kullanilarak

toplam karatenoid {izerinden analitik yontem gelistirilmeye ¢alisilmaktadir.

Literatiirlerde TGA cihazi iirlinlerdeki nem miktarini tayin i¢in kullanilmaktadir.
Ekstreye ait TGA sonuglarina gore sicaklik artigi kiitlede degisime sebep olmustur. Bu
kiitle azalmas1 %8.32 olarak belirlenmistir ve ekstredeki nemden kaynakli oldugu
kabul edilmistir(Al-Majed et al., 2018).

Marigold ekstresi yiiklii lipozomal formiilasyonlar bolim 2.2.2.2°de anlatildig1 gibi
hazirlanmistir. Pliskiirterek kurutma yontemi ile lipozomlarin stabilitesinin arttiritlmasi
hedeflenmistir. Sonug iirlin olarak toz halde lipozomal aktifin eldesi hem tasinma
kolaylig1 saglayan hem de ekonomik bir secenek olarak kabul edilmistir.
Formiilasyonlarda lipid yapisint korumak icin yapilan literatiir arastirmalari
sonucunda laktoz kullanilmistir(Hussein, 2019). Lipoid S100 fosfolipiti 6zellikle
topikal sistemlerde tercih edilen bir fosfolipittir. Kolesterol ise lipozomlarin

stabilitesini arttirmak amaciyla formiilasyona ilave edilmistir.
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Formiilasyonlar ile ilk asamada stres stabilite ¢alismasi yiiriitiilmiistiir. Bu ¢aligmalar
50°C’de etiivlerde yiiriitiilmiistiir. Marigold ekstresinin yiiksek oksidasyon kapasitesi
nedeniyle renk degisimi goriilmiistiir. Bu nedenle formiilasyonlara oksidasyona engel
olabilecek bir bilesen olan biitil hidroksi toliien kozmetiklerde kullanim miktar1 olan
9%0.05 oraninda ilave edilmistir. Mevcut durumdaki stabilite calismalar1 oksidasyonun

engellendigi yoniindedir.

Boliim2.2.2.2°de anlatilan 2 farkli yontem piiskiirterek kurutma ile lipozomlarin eldesi
icin kullanilmistir. Sonucta yapilan TEM ile goriintiilleme ile final formiilasyonlar
boliimiin ’de anlatilan yontemin daha uygun oldugu goriildiigli i¢in bu yontem ile

calismalara devam edilmistir.

Hazirlanan formiilasyonlar belirlenmis parametreler agisindan karakterize edilmistir.
[1k olarak formiilasyonlarin TEM gériintiilemeleri, 10 pL NLT dispersiyonu, 400 mesh
karbon film kapli bakir 1zgara lizerine damlatilarak yapilmistir. Bu goriintiilemede

lipozomlarn ¢ift katmanli goriiniime sahip ve vezikiiller yapida oldugu gosterilmistir.

Marigold ekstresi igeren F6, F7, F8 formiilasyonlarinin fizikokimyasal 6zelliklerini
tayin i¢in FT-IR ve DSC analizleri yapilmistir. Bu analizler sonucu 3 formiilasyon
arasinda anlami farklar gézlemlenmemistir. Ancak FT-IR galismalarinda marigold
ekstresinde bulunun luteinin kimyasal yapisina ait 40-karbondan olusan ve bu nedenle
tetraterpenoidler olarak bilinen, metil yan gruplar ve alternatif tek ve ¢ift karbon-

karbon baglarina rastlanmustir.

Bu maddeye ait benzen halkalarinin alifatik C-H titresimlerine ait olan 3400
bandindaki pik her 3 formiilasyonda gozlemlenmistir. 2900-2800’ler arasi
gozlemlenen pikler ise metil gurubuna ait, karboksil gurubu C=0 gurubu ise 1700’ler
civarinda pik vermistir. Benzen halkasina ait C=C baglar1 1400-1300 bandinda
goriilmiis olup, lutein maddesine ait pikler oldugu diistiniilmiistiir. Lipoid S 100 ait
amid gurubu C-N pikleri ise 1200-1100 araliginda belirlenmistir. Sonugta FT-IR

analizi bilesimdeki maddelerin kimyasal stabilitesi gostermistir.

Marigold ekstresinde bulunan lutein termogrami, 162°C'de bir endotermik tepe
sergilemistir. Final formiilasyonlarinda 162°C'de lutein sinyalinin yoklugu, lutein
kristallerinin lipozomlara yiiklendikten sonra daha kiigiik birimlere (monomerler,
dimerler veya oligomerler) tamamen pargalanmasi nedeniyle lutein kristallerinin

kaybin1  gostermistir. Boylece luteinin  orijinal  spesifik  kristal  diizeni
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bozulmustur. Lutein katilimi ayrica fosfolipidlerin orijinal paketlenmesine miidahale
ederek ¢ift katmanlt membranlarin akiskanligini arttirmis ve bdylece fosfolipitlerin faz
gecis sinyalini daha da genisletmistir. Ek olarak, fosfolipidler ve lutein arasindaki
orijinal diizenlemelerin, yeniden diizenlemenin ve etkilesimlerin bozulmasiyla
birlikte, lipozomal ¢ift katmanlar cogunlukla gevsek bir sekilde paketlenmis amorf bir

durumda mevcuttur.

Formiilasyonlar da 56.72°C'deki ilk endotermik zirve, fosfolipidlerin erimis siv1 kristal
asamasina donilisiimiinii temsil etmis ve ayni zamanda emilen suyun dehidrasyonuyla
da iliskilendirilmistir(Varma et al., 2021).

Zeta potansiyeli, dispersiyondaki bir parcacigin yiizey yikiinii belirtmek agisindan
biiyiik 6nem tasir ve mutlak zeta potansiyel degeri>+30 mV olan parcaciklarin kararl
oldugu kabul edilmistir(Hunter et al., 2001). Hazirlanan formiilasyonlar toz formunda
olup bir sisteme ilave edildiklerinde yiikleri 6nem kazanacaktir. Bu nedenle liposomal
tozlarin zeta potansiyel degeri saf sui le seyreltme sonrasinda Slgiilmiistiir. Daha
yiiksek marigold ekstresi konsantrasyonuna sahip olan F6 igerigi, lipozomal yiizeydeki
negatif yiki -31+0,907mV olurak belirlenmis, daha az konsantrasyona sahip F8
formiilasyonda ise deger -24,9+1,46mV olarak ol¢iilmistiir. Ekstre ilavesinin zeta
potansiyeli diislirdigii sonucuna varilmigtir. Soya lesitinindeki yiiklii fosfolipit
tirlerinin varhigindan kaynaklanan bu yiiksek zeta potansiyeli degerleri, lipozomlar
arasinda biiytik itici etkilesimlerin mevcut oldugunu ve bu etkilesimlerin vezikiiler

agregasyonu Onleyerek stabilitenin arttigini gdstermistir.

Ote yandan kapsiillenmis lutein, esas olarak yag acil zincirindeki karbonil grubuyla ve
biraz da fosfolipidlerin fosfat iceren hidrofilik bas bolgesiyle hidrojen bagi yoluyla
baglanmistir (Rog & Pasenkiewicz-Gierula, 2006). Artan lutein katiliminin, fosfolipid
baslar1 arasindaki boslugu genisletmesi ve bunlarin sulu ortama daha fazla maruz
kalmasina yol agmasi beklenmistir. Fosfat bas bolgesindeki yiizey hidrasyonu, daha
yuksek yiik elde etmek i¢in fosfat kafalarindaki iyonize durumu desteklenmistir

(Disalvo et al., 2008).

Optimize edilmis F6, F7, F8 formiilasyonlara ait partikiil boyutu ve PDI verileri 3
tekrarli olarak dlglilmiistiir. Formiilasyonlarin partikiil boyut degerleri 1200-1600 pm
araliginda tespit edilmistir. Cok biiylik bir farklilik goriilmemesine ragmen lutein

ilavesinin partikiilleri kiigiilttiigl tespit edilmistir.
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PDI, bir ¢ozeltideki pargaciklarin ortalama tek diizeligini tahmin etmek igin kullanilir
ve daha biiyiik PDI degerleri, numunedeki daha biiytlik boyut dagilimina karsilik gelir.
Formiilasyonlarda partikiil boyutu dagilimi 0.5 civarinda bulunmustur. Bu durum
tiretim sonrasinda herhangi bir partikiil kii¢iiltme basamaginin olmamasindan
kaynaklanmistir. Herhangi bir sisteme ilavesi sonrasinda homojenizasyon ile partikiil

boyutu dagiliminin kiigiiltiilebilecegi diisiiniilmiistiir.

Optimize edilmis 3 formiilasyonun stabilite ¢alismalar1 baslatilmis ve halen proje
kapsaminda devam etmektedir. Birinci ay sonuglari her formiilasyon igin 3 tekrarh
Ol¢tim yapilarak degerlendirilmistir. Formiilasyonlarin stabilitesi kapsaminda; zeta
potansiyel, partikiil boyutu ve PDI verileri elde edilmistir. Buzdolabinda bekletilen
(+4°C) ornekler ve 25°C’de %60+5 reletif nemde stabilite kabininde bekletilen
formiilasyonlerda renk degisimi gozlemlenmezken, 40°C de %75+5 reletif nemde
stabilite kabininden c¢ikarilan Orneklerde olduk¢a hafif bir renk degisimi

gbzlemlenmistir.

Formiilasyonlarin mavi 151k kaynakli hiicre canliligi {iizerindeki etkilerini
degerlendirmek amaciyla hiicre kiiltiirii calismalar1 yiiriitiilmiistiir. Ik olarak
olusturulan mavi 151k diizeneginin hiicreler lizerindeki etkisinin ne kadar zamanda
goriildiigii belirlenmistir. Bu siire 8 saat olarak tespit edilmistir. Bu siirenin ¢alismanin

gergekelstirilmesi i¢in yeterli oldugu sonucuna varilmistir.

Bu calismanin ardindan kullanilan ekstrenin uygun dozunun belirlenmesi amaciyla
caligmalar yiiriitiilmiis ve 5 pg/ml konsantrasyon {izerinde hiicre canliliginda azalma
oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle 1.25, 2.5 ve 5 pg/ml konsantrasyonlari

formiilasyonlar1 hazirlamak amaciyla se¢ilmistir.

Son olarak hiicre kiiltiirii calismalar1 kapsaminda HEKn hiicre hatlarinda 1.25, 2.5 ve
5 ug/ml konsantrasyon igeren formiilasyonlar ve ekstre ¢ozeltisinin ROS seviyesini
geriye cevirebildigi gézlemlenmistir. Bu deney HDFa hiicre hatti i¢in de aynen tekrar
edilmis ve Spg/ml ekstre iceren formiilasyon en iyi geri doniisii Kontrol hiicrelerine

gore saglamistir. En ideal formiilasyonun F6 formiilasyon olduguna karar verilmistir.

Sonug olarak marigold ekstresi iceren liposomal toz formiilasyonlart piiskiirterek
kurutma yontemi ile basari ile hazirlanmistir. Yapilan etkinlik ¢aligmalari sonucunda

yiiksek konsantrasyonda ekstre igeren F6 formiilasyonu ile en 1yi etkinlik elde
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edilmistir. Bu formiilasyon mavi 1518in neden oldugu cilt yaslanma belirtilerini

gidermede kozmetik aktif bir madde olarak 6nerilmistir.

Calisma devaminda YPSK veya UV spektrofotometre ile analitik yontem gelistirilecek
ve lipozomlara marigold ekstresinin enkapstilasyon kapasitesi belirlenecektir. Ayrica

etkinlik ¢alismalar1 farkl: belirtegler ile devam edecektir.
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Sonug¢ ve Oneriler
Sonug olarak, literatiir arastirmalarinda marigold ekstresini i¢inde bulunan lutein
maddesiyle olusturulan lipozomlara rastlanmamaistir.
Olusturulmus bu formiilasyonlar stabilitesinin  degerlendirilmesinin ardindan
kozmetik alaninda, bir krem veya serum igerisinde siispande edilerek,
kullanilabilecektir.
Bu alanda tez ¢alismamiz mavi 15181n neden oldugu cilt yaglanmasinin etkileri tizerinde
etken ve 0Ozgin bir c¢alismadir. Lipozomlarm HDFa ve HEKn hiicre kiiltiir
calismalarinda ROS seviyesini kontrol seviyelerine geri dondiirmede etken oldugu
gorilmiistir.
Ek olarak tasarlanan mavi 151k diizenegi yardimi ile daha farkl: hiicre hatlar1 {izerinde
etkenlik ¢alisilmalar1 yapilarak, cilt yaslanmasina karsi engelleyici etkileri

belirlenebilir.
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